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Staphylococcus são micro-organismos amplamente distribuídos na natureza, 
sendo o homem e os animais suas principais fontes. A contaminação cruzada 
após a pasteurização do leite, especialmente por manipulação inadequada, é 
apontada como a mais importante forma de contaminação dos derivados do leite 
por estes patógenos, que são importantes em alimentos devido à sua habilidade 
de produzir uma grande quantidade de proteínas extracelulares (enterotoxinas) 
que, se pré-formadas no alimento e ingeridas, causam a intoxicação 
estafilocócica.  Apesar da legislação brasileira (RDC 12/2001, Anvisa) preconizar 
apenas a contagem de Staphylococcus coagulase positiva, relacionando a 
produção da coagulase com o risco de produção de enterotoxinas, já foi 
comprovado que espécies coagulase negativas também são capazes de produzir 
enterotoxinas nos alimentos. Desta forma, os objetivos deste trabalho foram: i) 
quantificar e analisar a presença de Staphylococcus coagulase positiva e negativa 
em 104 amostras de derivados lácteos, sendo 24 de sorvete artesanal, 20 de 
creme de leite pasteurizado, 20 de patê à base de queijo, 20 de queijo Minas 
frescal e 20 de queijo Minas meia cura; ii) identificar fenotipicamente as espécies 
isoladas; iii) avaliar a produção de enterotoxinas clássicas (SEA, SEB, SEC1,2,3, 
SED e SEE) in vitro pelo sistema VIDAS e relacionar os resultados obtidos com a 
presença de possíveis genes codificadores destas enterotoxinas, pela aplicação 
da técnica de PCR. Os valores médios de contagens preliminares nos diferentes 
grupos de alimentos analisados foram: 5 x 103 UFC/g em sorvete, 2,9 x 105 UFC/g 
em creme de leite, 6,2 x 103 UFC/g em patê, 6,6 x 105 UFC/g em queijo Minas 
frescal e 6,4 x 105 UFC/g em queijo Minas meia cura. Do total de isolados, 83,6% 
(148/177) foram classificados como sendo do gênero Staphylococcus e 16,4% 
(29/177) como Micrococcus. Staphylococcus foram isolados de 43,3% (45/104) 
das amostras, sendo detectados em 25 amostras de queijos, em 16 sorvetes, em 
3 patês e em apenas 1 amostra de creme de leite. Entre os isolados de 




eram coagulase positiva recuperados apenas nas amostras de queijos. Dos 111 
isolados selecionados (27 coagulase positiva e 84 coagulase negativa), foram 
identificadas 13 espécies através do sistema API-Staph (bioMérieux-SA): S. 
aureus, S. auricularis, S. caprae, S. chromogenes, S. cohnii ssp cohnii, S. 
epidermidis, S. hominis, S. hyicus, S. lentus, S. saprophyticus, S. sciuri, S. warneri, 
S. xylosus. Para a detecção de enterotoxinas estafilocócicas clássicas, foi utilizado 
o kit imunoenzimático ViDAS SET “Staph enterotoxin” (bioMérieux-SA). Dos 111 
isolados, apenas um (0,9%) produziu enterotoxina, sendo este identificado como 
S. aureus, coagulase positiva, isolado a partir de queijo Minas meia cura, cuja 
contagem foi de 1,9 x 106 UFC/g. Ao contrário do esperado, não foram detectados 
genes codificadores das 5 enterotoxinas em  nunhum dos isolados analisados. 
Discrepâncias entre resultados de testes fenotípicos e genotípicos para detecção 
de enterotoxinas são comuns, sendo necessária a realização de outros testes 
imunológicos e moleculares para confirmação destes resultados. Possíveis 
justificativas seriam a existência de variações nas sequências dos genes do 
isolado ou a presença de uma toxina que possui reação imunológica cruzada com 
as enterotoxinas clássicas. Neste estudo, apesar da quase totalidade dos isolados 
não terem produzido enterotoxinas clássicas, havia um número bem elevado de 
Staphylococcus em diversos produtos analisados, não excluindo um possível risco 
de produção das demais enterotoxinas já descritas e demonstrando a falta de 
cuidados higiênico-sanitários e de boas práticas durante a produção e 
comercialização destes alimentos. 
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Staphylococcus are microorganisms widespread in nature and humans and 
animals are their main sources. Cross-contamination after milk pasteurization, 
caused especially by improper handling, is considered the most recurrent source of 
dairy products contamination by these pathogens. Staphylococus deserves our 
close attention due their ability to produce a large amount of extracellular proteins 
(enterotoxins), that if preformed in food and ingested, cause staphylococcal food 
poisoning. Although the Brazilian legislation (RDC 12/2001, Anvisa) only 
recommends coagulase-positive staphylococci count monitoring (relating 
coagulase production to the risk of enterotoxins production), previous researches 
showed that coagulase-negative species are also capable of producing 
enterotoxins in foods. Thus, this research aimed: i) to quantify and analyze the 
presence of coagulase-positive and coagulase-negative staphylococci from 104 
dairy products samples, being: 24 homemade ice cream, 20 pasteurized dairy 
cream, 20 cheese pate, 20 Minas fresh cheese, and 20 Minas half cured cheese; 
ii) to identify phenotypically the species; iii) to evaluate the production of classic 
enterotoxins (SEA, SEB, Sec1, 2.3, SED and SEE) in vitro by using VIDAS system 
and correlate the results to the presence of possible coding genes of these 
enterotoxins, applying the PCR technique. The average staphylococcal preliminary 
count values in different food groups analyzed were: 5 x 103 CFU/g in ice cream, 
2,9 x 105 CFU/g in dairy cream, 6,2 x 103 CFU/g in pate, 6,6 x 105 CFU/g in Minas 
fresh cheese and 6,4 x 105 CFU/g in Minas half cured cheese. From isolated 
strains, 83,6% (148/177) were classified as genus Staphylococcus and 16,4% 
(29/177) as Micrococcus. Staphylococcus were isolated from 43,3% (45/104) of 
samples, being found in 25 cheese samples, in 16 ice creams, in 3 pates and in 
just one dairy cream sample. Among staphylococcal strains, 74,3% (110/148) were 
coagulase-negative Staphylococcus and 25,7% (38/148) were coagulase-positive 
Staphylococcus, being these recovered only from cheeses samples. On 111 




identified 13 staphylococcal species by using API-Staph system (bioMérieux-SA): 
S. aureus, S. auricularis, S. caprae, S. chromogenes, S. cohnii ssp cohnii, S. 
epidermidis, S. hominis, S. hyicus, S. lentus, S. saprophyticus, S. sciuri, S. warneri, 
S. xylosus. For classical staphylococcal enterotoxins detection was used VIDAS 
SET Staph-Enterotoxin immunoassay kit (bioMérieux-SA). From 111 isolates, just 
one (0,9%) produced enterotoxin, which was identified as S. aureus, coagulase-
positive, isolated from Minas half cured cheese, whose count was 1,9 x 106 CFU/g. 
Contrary to expectations, no coding genes were present in isolates analyzed. 
Discrepancies between phenotypic and genotypic results of enterotoxin detection 
tests are common, requiring the application of other immunological and molecular 
tests for the confirmation of the results. Possible explanations would be that there 
are genes sequences variations or another enterotoxin that has immunological 
cross-reaction with classic enterotoxins. For this research, although the higher 
number of the isolates did not produce classical enterotoxins, the analyzed 
samples showed high staphylococcal concentration, that do not exclude a newly 
described enterotoxins risk production. It also demonstrates the lack of hygiene, 
health care and good practices during the production and commercialization of 
dairy products. 
 
Keywords: Staphylococcus, Dairy products, Classic enterotoxins, Phenotypic 
















Staphylococcus são micro-organismos amplamente distribuídos na 
natureza, sendo o homem e os animais seus principais reservatórios 
(BANNERMAN, 2003). Em geral, as espécies deste gênero têm uma relação 
simbiótica com o hospedeiro, porém, por serem bactérias oportunistas, certas 
espécies são agentes etiológicos de várias infecções e intoxicações em humanos 
e nos animais, como as infecções agudas, septicemia, toxemias, síndrome do 
choque tóxico e gastrenterite estafilocócica (BAIRD-PARKER, 1990; LE LOIR; 
BARON; GAUTIER, 2003).  
Geralmente, são encontrados nos pelos, na pele e mucosas, como 
boca, narinas, glândulas mamárias, trato respiratório e intestinal destes 
hospedeiros, porém, são também isolados a partir de diversas fontes de alimentos 
como carnes, queijos e leite, e também a partir de fontes ambientais como solo, 
areia, ar e água (KLOOS; SCHLEIFER, 1986; BANNERMAN, 2003). 
A gastrenterite ou intoxicação estafilocócica é comumente definida 
como doença causada pela ingestão de enterotoxinas estafilocócicas pré-
formadas em alimentos (BENNETT, 1996). Os sintomas desta enfermidade 
incluem náuseas, vômitos, dor abdominal e eventual diarréia (JAY; LOESSNER; 
GOLDEN, 2005). Entre os principais alimentos já relacionados a estes surtos 
destacam-se o leite cru, o leite pasteurizado, os queijos, além dos alimentos que 
são muito manipulados, sendo S. aureus a espécie mais frequententemente 
associada à produção de enterotoxinas (DE BUYSER et al., 2001; LE LOIR; 
BARON; GAUTIER, 2003). 
A produção de enzima coagulase (responsável por coagulação de 
plasma sanguíneo humano ou de animais) e enzima nuclease termorresistente 
(termonuclease) é utilizada como indicador de patogenicidade e de possível 
enterotoxigenicidade de Staphylococcus isolados de alimentos (BENNETT, 1996).  
No Brasil, os padrões microbiológicos para alimentos estabelecidos através da 




limites apenas para a contagem de Staphylococcus coagulase positiva (BRASIL, 
2001), indicando riscos a apenas este grupo de bactérias. As pesquisas, porém, 
têm demonstrado a capacidade de Staphylococcus não produtores de coagulase 
em produzirem enterotoxinas em meio de cultivo laboratorial (VERAS et al., 2008; 
ZELL et al., 2008; AL-TARAZI; ALBETAR; ALABOUDI, 2009; OLIVEIRA  et al., 
2010) e há, inclusive, registros de surtos de intoxicação estafilocócica associados 
a espécies não produtoras da enzima (OMORI; KATO, 1959; BRECKINRIDGE; 
BERGDOLL, 1971; CARMO et al., 2002). 
Mais de 40 espécies de Staphylococcus já são conhecidas e muitas 
delas são produtoras de enterotoxinas (DABROWSKI; SIKORSKI, 2005). Já foram 
descritos mais de 20 tipos de enterotoxinas distintas produzidas por estes 
patógenos, porém as “clássicas” (SEA, SEB, SEC1,2,3, SED e SEE) são 
consideradas as de maior ocorrência (DINGES; ORWIN; SCHLIEVERT, 2000). 
No leite cru, a principal fonte de contaminação é atribuída à mastite 
bovina, inflamação nas glândulas mamárias causadas por infecção, na qual 
espécies de Staphylococcus são os principais agentes etiológicos (ADAMS; 
MOSS, 2000). A contaminação cruzada pós-pasteurização, o processo de 
manipulação na produção, uso de equipamentos, abuso de temperatura durante 
transporte e estocagem são os principais fatores que levam ao crescimento de 
micro-organismos patogênicos em alimentos (ARAÚJO et al., 2002). 
Atualmente, já está bem elucidado que, com relação à intoxicação 
alimentar estafilocócica, a principal fonte de contaminação de alimentos são os 
manipuladores, relacionada ao fato de 30 a 50% da população ser portadora de S. 
aureus na pele e mucosas, sendo de extrema importância a necessidade de 
cuidados de higiene e treinamento adequado destes profissionais, para obtenção 
de um produto final seguro (BERGDOLL, 1989; GERMANO; GERMANO, 2001). 
Casos de intoxicação alimentar estafilocócica são frequentes, mas em 
sua grande maioria, não são notificados aos órgãos de Vigilância Sanitária, o que 
leva a uma subnotificação desta doença no Brasil e em outros países. Trata-se de 
uma doença de curso rápido (24-48h), desta forma as pessoas afetadas 




Para a detecção de enterotoxinas, estudos sobre novas metodologias 
levaram ao desenvolvimento de técnicas imunológicas sensíveis e rápidas como 
ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay), LA (Látex agglutination), RPLA 
(Reversed passive latex agglutination) e ELFA (Enzyme linked Fluorescent Assay) 
(BRETT, 1998). Os métodos moleculares para caracterização de micro-
organismos e características de patogenicidade, como os baseados na reação em 
cadeia da polimerase (PCR) e em métodos de “fingerprinting” como eletroforese 
em gel de campo pulsante (PFGE) e ribotipagem têm demonstrado serem 
ferramentas importantes em investigações epidemiológicas. Esses métodos 
permitem elucidar surtos de doenças transmitidas por alimentos (DTA), 
diagnosticar a contaminação microbiana ambiental em alimentos e nas indústrias 
e caracterizar o potencial patogênico de cepas isoladas de alimentos e do 
ambiente (STRUELENS, 1998). 
A frequente detecção de Staphylococcus enterotoxigênicos a partir de 
leite e derivados sugere que a ingestão destes produtos está muito relacionada a 
problemas de saúde pública, tornando-se de real importância o incremento de 
estudos de identificação da produção de enterotoxinas, tanto a partir de espécies 
coagulase positivas quanto de coagulase negativas. São necessárias maiores 
investigações quanto aos riscos relacionados aos possíveis perigos 
microbiológicos na produção de leite e derivados, para garantir e estabelecer 
melhores níveis de segurança destes alimentos, já que o leite representa a 
principal fonte de cálcio para a população brasileira.  
Este trabalho teve como objetivos avaliar o perfil de contaminação por 
Staphylococcus coagulase positiva e negativa em produtos derivados do leite; 
identificar fenotipicamente as espécies isoladas através de testes bioquímicos; 
avaliar o potencial enterotoxigênico dos isolados através da detecção de 
enterotoxinas SEA, SEB, SEC1, 2, 3, SED e SEE em meio de cultura laboratorial (in 
vitro) e da presença de genes codificadores de enterotoxinas estafilocócicas 
clássicas comparando os resultados dos dois perfis (genotípico e fenotípico), 





2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 
 
2.1. Leite e derivados: importância, consumo e microbiota associada 
 
 
O leite é considerado um alimento saudável e o consumo de derivados 
do leite está associado a uma dieta de qualidade. O leite oferece uma matriz rica 
em uma ampla variedade de nutrientes essenciais, como minerais, vitaminas, 
carboidratos e proteínas facilmente digeridas, com perfil balanceado de 
aminoácidos importantes para dar suporte às funções gerais do organismo 
(MILLER; JARVIS; McBEAN, 2000). 
As proteínas do leite são completas, propiciando a formação e 
manutenção dos tecidos, sendo que a caseína representa 80-85% do total de 
proteínas. Seu principal carboidrato é a lactose, porém também apresenta 
pequenas porções de glicose e ácido cítrico. A quantidade de gordura no leite 
varia de 3,5 a 5%, existindo também pequenas quantidades de fosfolipídeos e 
diglicerídios.  Além da vitamina A, o leite contém vitaminas do complexo B e 
minerais que favorecem o crescimento e à manutenção de uma vida saudável. 
Seu conteúdo de minerais é de aproximadamente 0,72%, apresentando alta 
quantidade de cálcio e baixa quantidade de ferro. O leite contém boa quantidade 
de fósforo, que também ajuda na formação dos ossos (JAY; LOESSNER; 
GOLDEN, 2005; EMBRAPA, 2008). 
Quantidades adequadas de leite e derivados são necessárias durante o 
ciclo de vida para promover qualidade óssea, ajudar a reduzir o risco de doenças 
crônicas como a osteoporose, hipertensão e câncer, além de contribuir com uma 
grande quantidade de nutrientes essenciais ao crescimento e a manutenção de 
uma vida saudável, representando o alimento natural com maior concentração de 
cálcio, essencial para a formação e manutenção dos ossos e dentes (EMBRAPA, 
2008; MILLER; JARVIS; McBEAN, 2000). A manutenção da saúde óssea ao longo 




nutrientes, associado à exposição das pessoas aos raios solares, o que auxilia o 
organismo a produzir vitamina D, e à prática regular de atividade física 
(MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2005). 
Estudos provam que o consumo diário de leite e derivados reduz a 
incidência de osteoporose e previne doenças nutricionais como o escorbuto e o 
raquitismo (CHALLA et al., 2003; CASHMAN, 2006). Da metade do século XX até 
o momento, pesquisas começaram a revelar que há possivelmente mais 
benefícios adquiridos com a alimentação de leite e derivados do que apenas a 
manutenção da saúde óssea em crianças. Descobriu-se que, além de ser a maior 
fonte de cálcio da dieta ocidental, o consumo regular de leite e derivados, dentro 
de um contexto de uma dieta balanceada, diminui o risco de desenvolvimento de 
hipertensão, cálculo renal, diabetes tipo 2, gota, câncer de cólon e doenças do 
coração (MACDONALD, 2008). Dois copos de leite já atendem a quase toda a 
recomendação de ingestão diária, por exemplo, de manganês, nutriente 
importante no aproveitamento das gorduras e no funcionamento do cérebro 
(EMBRAPA, 2008). O Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA, 
2009) recomenda de duas a três porções diárias de alimentos derivados do leite. 
As composições nutricionais do leite e alguns derivados estão apresentadas na 
Tabela 1. 
Segundo as recomendações do Ministério da Saúde, o consumo de 
leite, na forma fluida ou de derivados, varia de acordo com a idade das pessoas. A 
recomendação para crianças de até dez anos é de 400 mL/dia, isto é, 146 
litros/ano de leite fluido ou equivalente na forma de derivados. Para os jovens de 
11 a 19 anos, o consumo deve ser maior, de 700 mL/dia ou 256 litros/ano e para 
os adultos acima de 20 anos a recomendação é de 600 mL/dia ou 219 litros/ano, 
inclusive para os idosos, porém o consumo para esse grupo de pessoas deve ser 
principalmente o tipo desnatado (EMBRAPA, 2008), por ser rico em cálcio e conter 
baixo teor de gordura. Os derivados do leite, como o iogurte e o queijo branco, têm 
o mesmo perfil nutricional do leite, exceto a manteiga e o creme de leite que são 




recomendação para ingestão de cálcio, por faixas de idade, está apresentada na 
Tabela 2.  
 
 
Tabela 1. Composição nutricional de derivados do leite (porção de 100g). 






Energia (kcal) 66 381 177 381 
Proteína (g) 3,3 2,0 3,6 23,7 
Carboidrato (g) 4,6 2,7 19,8 0,1 
Gordura (g) 3,9 40,3 9,8 31,8 
Vitamina A (µg) 30 399 91 351 
Vitamina B1(mg) 0,03 0,02 0,1 0,02 
Vitamina B2 (mg) 0,23 0,17 0,28 0,46 
Vitamina B3 (mg) 0,2 traços 0,2 0,1 
Vitamina B5 (mg) 0,58 0,22 1,05 0,29 
Vitamina B6 (mg) 0,06 0,04 0,04 0,08 
Vitamina B12 (µg) 0,9 0,2 0,5 1,6 
Biotina (µg) 2,5 1,4 2,2 3,9 
Vitamina C (mg) 2,0 1,0 1,0 traços 
Vitamina D (µg) Traços 0,3 0,5 0,2 
Sódio (mg) 43 25 60 502 
Potássio (mg) 155 86 174 82 
Cálcio (mg) 118 58 100 544 
Magnésio (mg) 11 6 12 22 
Fósforo (mg) 93 59 91 408 
Ferro (mg) 0,03 traços traços 0,3 
Fonte: The Dairy Council, 2010. 
 
 
O simples consumo de três porções de produtos lácteos por dia é algo 
que deveria, se possível, ser seguido por todos (MACDOLNALD, 2008), pois com 




saúde pública pela prevenção de doenças nutricionais e ósseas, porém o impacto 
positivo na qualidade de vida das pessoas seria ainda mais expressivo.  
 
 
Tabela 2. Recomendação para ingestão diária de cálcio nas diferentes faixas 
etárias. 
Idade Quantidade (mg/dia) 
Crianças de 1 a 3 anos 800 
Crianças de 4 a 8 anos 800 
Pré-adolescentes e adolescentes de 9 a 18 anos 1200 – 1500 
Adultos 1000 – 1200 
 Fonte: “Committee on Nutrition, American Academy of Pediatrics” (1999). 
  
 
O leite foi o principal produto de origem animal analisado pela Pesquisa 
de Produção da Pecuária Municipal (IBGE, 2008). Em 2008 foram produzidos 
27.579 bilhões de litros do produto, estabelecendo um aumento de 5,5% sobre o 
volume registrado em 2007. O consumo interno per capita de leite ficou em torno 
de 146 litros (IBGE, 2008). As evoluções do consumo e da produção brasileira de 
leite estão apresentados nas Figuras 1 e 2.  
Nota-se a produção continuamente crescente, em todos os anos da 
série. A Região Sul do País teve aumento de produção de 10,1%, alavancado 
pelos incrementos em Santa Catarina (14,0%) e do Rio Grande do Sul (12,6%). O 
Centro-Oeste teve aumento de 6,5%, tendo o principal incremento ocorrido em 
Goiás (8,9%). A principal variação positiva geral aconteceu no Estado do 
Amazonas (101,9%), enquanto a principal queda ocorreu no Distrito Federal (-
18,6%), segundo o IBGE (2008). Os principais estados produtores de leite durante 






Figura 1. Consumo brasileiro de leite pasteurizado (1990 a 2004). 






Figura 2. Evolução da produção de leite no Brasil no período de 1996 a 2008
Fonte: IBGE, 2008. 
 
 
A microbiologia do leite possui grande influência na produção 
consumo de derivados lácteos. Por ser um alimento rico em carboidrato
proteínas e lipídeos, apresentar um pH próximo da neutralidade e uma elevad





















































de diversos micro-organismos, o que o caracteriza co
perecível (ADAMS; MOSS, 2000).
 
 






O leite que é extraído de uma vaca saudável deveria 
organismos, porém a mucosa do canal da mama
um nível de contaminação proveniente do meio externo
UFC/mL de leite (ICMSF, 1998).
O leite cru possui uma microbiota muito variada, que pode ser 
proveniente do interior da mama (saudável ou com infecções), do meio ambiente 
onde o animal se encontra e dos ordenhadores e equipamentos que entram em 
contato com o animal e com o leite (ICMSF,
uma diversidade de bactérias 
psicrotróficas, que podem se multiplicar a 7ºC ou menos, independentemente de 
sua temperatura ótima de crescimento, as termodúricas, que podem sobrevive
tratamento térmico da pasteurização, as láticas, que acidificam rapidamente o leite 
cru não-refrigerado, os coliformes, 
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 1998). Esta microbiota pode incluir 
deterioradoras e patogênicas,
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Desordens metabólicas no gado leiteiro, erros na manipulação durante 
a ordenha, transporte e armazenamento, além de inflamações nas glândulas 
mamárias, como a mastite, podem causar defeitos sensoriais, químicos e físicos 
no leite, levando a modificações em sua composição (ICMSF, 1998). 
Os micro-organismos patogênicos e deterioradores podem contaminar 
o leite durante ou após a ordenha e consequentemente os produtos derivados do 
leite, os quais podem sofrer contaminação durante processamento e estocagem, 
principalmente nos casos em que há grande manipulação do produto (NOUT, 
1994; JAY; LOESSNER; GOLDEN, 2005). 
A ação das bactérias ou de suas enzimas sobre os componentes 
lácteos causa várias alterações no leite e seus derivados, modificando a 
composição, gerando atributos sensoriais negativos e diminuindo a vida de 
prateleira. Além disso, há diversos patógenos associados com esses alimentos, 
que podem influenciar diretamente na saúde de seus consumidores (HAYES; 
BOOR, 2001), tornando o alimento fonte de diversas doenças, como a brucelose, 
salmonelose, campilobacteriose, colite entero-hemorrágica, antrax, listeriose, 
doença de Crohn, além das mastites estafilocócicas e estreptocócicas (JAY; 
LOESSNER; GOLDEN, 2005). 
 
 
2.2. O gênero Staphylococcus 
 
 
Na primeira edição do “Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology” 
(KLOOS; SCHLEIFER, 1986), o gênero Staphylococcus pertencia à família 
Micrococcaceae, juntamente com os gêneros Micrococcus, Planococcus e 
Stomatococcus, porém, já era conhecido que estes gêneros não estavam 
relacionados de acordo com conceitos filogenéticos. Foi somente na última 
década, com o avanço de técnicas de biologia molecular e estudos genéticos, da 
diferença de conteúdo de G+C nos DNAs, suas diferentes composições de parede 




estudos com análises comparativas entre sequências de RNA ribossômico 16S, 
que a taxonomia e filogenia do gênero foram revistas (GARRITY; HOLT, 2001; 
PEREIRA, 2006).  
Desta forma, na segunda edição do “Bergey’s Manual of Systematic 
Bacteriology” (GARRITY; HOLT, 2001), a família Micrococcaceae apresenta as 
espécies Micrococcus, Kocuria e Stomatococcus. O gênero Staphylococcus foi 
incluído em uma nova família: Staphylococcaceae. Esta família apresenta os 
gêneros Staphylococcus, Gamela, Macrococcus e Salicinococcus. Além disso, 
Staphylococcaceae é inserida à ordem Bacillales bem como a família Bacillaceae, 
demonstrando que Staphylococcus apresentam proximidade genética com 
bactérias do gênero Bacillus (GARRITY; HOLT, 2001).  
O gênero Staphylococcus passou a pertencer ao Filo Firmicutes, 
bactérias com forma de cocos ou bastonetes, cuja maioria são Gram positivas, 
exceto algumas com ausência de parece celular (Mycoplasma) e outras que 
possuem uma pseudomembrana porosa que as torna Gram negativas. Este grupo 
é denominado grupo de conteúdo baixo de GC em seu DNA, em contraposição 
com as Actinobactérias, que possuem conteúdo alto de GC (GARRITY; HOLT, 
2001). 
Staphylococcus é morfologicamente similar ao gênero Microccoccus, 
porém podem crescer anaerobicamente, demonstram ter metabolismo anaeróbico 
facultativo e são sensíveis à lisostafina e furazolidona, em contraste ao 
metabolismo estritamente aeróbico dos Micrococcus e sua resistência aos 
compostos citados (VON RHEINBABEN; HADLOK,1981; ICMSF, 1996; 
TRABULSI et al., 1999). 
As bactérias do gênero Staphylococcus são caracterizadas como cocos 
Gram positivos, cujas células podem apresentar o diâmetro variando entre 0,5 a 
1,5 µm e que, por dividirem-se em planos diferentes, quando vistos ao microscópio 
óptico (Figura 4), aparecem na forma de cachos de uva (origem dos termos 
gregos “staphyle” cacho de uva e “coccus” grão ou semente), aos pares ou em 
cadeias curtas, são catalase positivos e com capacidade de fermentação 
anaeróbica de glicose (FDA, 1998; JABLONSKI; BOHACH, 2001).  
 
 
Figura 4. Microscopia óptica de esfregaço de 
de Gram); Detalhe aproximado: característica de agrupamento en




Estes micro-organismos são comensais de superfícies corporais de 
animais de sangue quente, fazendo parte da microbiota da pele e mucosas e dos 
tratos respiratório e gastrointestinal. São resistentes ao congelamento, podendo 
sobreviver em alimentos à 
1996; FDA, 1998). São caracterizados por serem bactérias mesófilas, com 
desenvolvimento ótimo na faixa de pH entre 6 e 7 
concentrações de 10% a 20% de cloreto de sódio e a nitratos, desta forma 
capazes de crescer em meios com valores de atividade de água de 0,86 até 0,83, 
sendo inferiores aos considerados mínimos para bactérias não halófilas 
(ICMSF,1996; JAY; LOESSNER; GOLDEN
O gênero Staphylococcus
3). Algumas espécies são frequentemente associadas a uma ampla variedade de 
infecções oportunistas e intoxicações, tanto em humanos como em animais. São 
tradicionalmente divididas em 
negativas. Esta divisão é baseada na produção da coagulase, um fator enzimático 
que causa coagulação do fibrinogênio em fibrina, resultando numa espécie de 
coágulo, considerada como
organismos (TRABULSI  et al
12 
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–20°C, porém não resistem à pasteurização (ICMSF, 
e são tolerantes a 
, 2005). 
 inclui 44 espécies e 24 subespécies
dois grupos: as coagulase positivas e as coagulase 
 importante marcador de patogenicidade destes micro








determinante fenotípico na caracterização de isolados de Staphylococcus. Sabe-
se que o coágulo produzido por esta enzima resulta no acúmulo de fibrina ao redor 
das células bacterianas, isolando a área infectada e dificultando a ação dos 
mecanismos de defesas do hospedeiro (FISCHETTI et al., 2000). 
 
 




Staphylococcus arlettae - Schleifer et al. (1985) 
Staphylococcus aureus aureus 
anaerobius 
Rosenbach (1884); 
De La Fuente et al. (1985) 
Staphylococcus auricularis - Kloos;Schleifer (1983) 




Staphylococcus caprae - Devriese et al. (1983) 
Staphylococcus carnosus carnosus 
utilis 
Schleifer;Fischer (1982); 
Probst et al. (1998) 
Staphylococcus caseolyticus - Evans (1916);  
Schleifer et al. (1982) 
Staphylococcus chromogenes - Devriese et al. (1978); 
Hájek et al. (1987) 




Staphylococcus condiment - Probst et al. (1998) 
Staphylococcus delphini - Varaldo et al. (1988) 
Staphylococcus epidermidis - Winslow;Winslow (1908); 
Evans (1916) 
Staphylococcus equorum equorum 
linens 
Schleifer et al. (1985); 
Place et al. (2003) 
Staphylococcus felis - Igimi et al. (1989) 
Staphylococcus fleurettii - Vernozy-Rozand et al. 
(2000) 
Staphylococcus gallinarum - Devriese et al. (1983) 
Staphylococcus haemolyticus - Schleifer;Kloos (1975) 
Staphylococcus hominis hominis 
novobiosepticus 
Kloos;Schleifer (1975); 
Kloos et al. (1998) 




Devriese et al. (1978); 
Devriese et al. (1978) 
Staphylococcus intermedius - Hájek (1976) 








Staphylococcus lentus - Kloos et al. (1976); 
Schleifer et al. (1983) 
Staphylococcus lugdunensis - Freney et al. (1988) 
Staphylococcus lutrae - Foster et al. (1997) 
Staphylococcus massiliensis   Al Masalma et al. (2010) 
Staphylococcus microti - Nováková et al. (2010) 
Staphylococcus muscae - Hájek et al. (1992) 
Staphylococcus nepalensis - Spergser et al. (2003) 
Staphylococcus pasteuri - Chesneau et al. (1993) 
Staphylococcus pettenkoferi - Trülzsch et al. (2007) 
Staphylococcus piscifermentans - Tanasupawat et al. (1992) 
Staphylococcus  
pseudintermedius 
- Devriese et al. (2005) 
Staphylococcus pulvereri - Zakrzewska-
Czerwińska et al. (1995) 
Staphylococcus rostri   Riesen;Perreten (2010) 
Staphylococcus saccharolyticus - Foubert;Douglas (1948); 
Kilpper-Bälz;Schleifer 
(1984) 
Staphylococcus saprophyticus saprophyticus 
 
bovis 
Fairbrother (1940);  
Shaw et al. (1951); 
Hájek et al. (1996) 
Staphylococcus schleiferi schleiferi 
coagulans 
Freney et al. (1988); 
Igimi et al. (1990) 




Kloos et al. (1976); 
Kloos et al. (1997); 
Kloos et al. (1976); 
Kloos et al. (1997) 
Staphylococcus simiae - Pantucek et al. (2005) 
Staphylococcus simulans - Kloos;Schleifer (1975) 
Staphylococcus succinus succinus 
casei 
Lambert et al. (1998); 
Place et al. (2003) 
Staphylococcus vitulinus - Webster et al. (1994) 
Staphylococcus warneri - Kloos;Schleifer (1975) 
Staphylococcus xylosus - Schleifer;Kloos (1975) 
Fonte: adaptado de EUZÉBY, 2010. 
 
 
S. aureus é um dos agentes patogênicos mais frequentemente 




além de ser responsável por surtos de intoxicação alimentar, sendo a espécie 
mais estudada (TRABULSI et al., 1999; BALABAN; RASOOLY, 2000). 
Na microbiologia médica, S. aureus é o agente mais comum de 
infecções piogênicas (tanto na pele como em regiões mais profundas). Quando na 
pele, as infecções apresentam diferentes designações: foliculites, furunculoses, 
carbúnculos e impetigo; quando mais profundas podem ser osteomielites, 
bacteremias, endocardites, pneumonia, meningite e artrite bacteriana (TRABULSI 
et al., 1999; BANNERMAN, 2003). 
Além de infecções piogênicas, S. aureus pode causar vários tipos de 
intoxicações, seja por um processo infeccioso ou não. A primeira possibilidade 
pode ser exemplificada pela síndrome da pele escaldada ou doença de Ritter, 
determinada por uma toxina, a esfoliatina. Já as intoxicações, que acontecem na 
ausência de processos infecciosos, são de dois tipos: a síndrome do choque 
tóxico, pela produção da toxina do choque tóxico (TSST-1) e a intoxicação 
alimentar, através da ingestão de enterotoxinas pré-formadas em alimentos 
(TRABULSI et al., 1999; DINGES; ORWIN; SCHLIEVERT, 2000). 
Dentre as espécies de interesse em alimentos, somente seis são 
coagulase positivas, (S. aureus subesp. anaerobius, S. aureus subesp. aureus, S. 
intermedius, S. hyicus, S. delphini, S. schleiferi subesp. coagulans), e onze são 
coagulase negativas (S. caprae, S. chromogenes, S. cohnii, S. epidermidis, S. 
haemolyticus, S. lentus, S. saprophyticus, S. sciuri, S. simulans, S. warneri, S. 
xylosus) (JAY; LOESSNER; GOLDEN, 2005). 
 
 




Bactérias do gênero Staphylococcus são patógenos importantes por 
possuírem muitos fatores de virulência e por sua habilidade de produzir uma 




contribuem para a patogenicidade dessas bactérias (BOEREMA; CLEMANS; 
BRIGHTWELL, 2006).  
As exotoxinas produzidas são divididas em dois grupos: os agentes 
ativos de membrana e as toxinas com atividade de superantígeno. Os primeiros 
são as alfa-toxina, beta-toxina, delta-toxina, gama-toxina e a leucocidina. A alfa-
toxina é uma toxina citolítica formadora de poros e é uma das mais potentes 
toxinas bacterianas conhecidas. É hemolítica, citotóxica, dermatonecrótica e letal 
para diversas células (in vitro e in vivo). A beta-toxina é semelhante à alfa-toxina, 
porém lisa eritrócitos de apenas alguns animais e de outros não. É única na sua 
habilidade de lise a baixas e altas temperaturas, sendo produzida principalmente 
por S. aureus provenientes de animais. A delta-toxina também é citolítica, porém 
possui tamanho menor do que as demais, é termoestável, possui propriedades 
surfactantes e de lise de muitos tipos de membranas, eritrócitos, organelas e 
protoplastos bacterianos. A gama-toxina e a leucocidina se diferenciam das 
demais por possuírem duas proteínas atuando sinergisticamente (FISCHETTI et 
al., 2000; ELSAYED; LAUPLAND, 2004).  
As toxinas com atividade de superantígeno, que estimulam proliferação 
de células T (de defesa do organismo) não específicas são: TSST-1, toxinas 
esfoliativas e enterotoxinas estafilocócicas (BALABAN; RASOOLY, 2000). A 
TSST-1 causa uma doença aguda e sistêmica chamada Síndrome do choque 
tóxico, cujos sintomas são hipotensão, febre e erupções cutâneas. Esta doença 
pode ser menstrual ou não. A relacionada com menstruação acomete mulheres 
cuja mucosa vaginal está colonizada por S. aureus. A doença não menstrual 
resulta de uma infecção por este micro-organismo em qualquer local do corpo 
(ELSAYED; LAUPLAND, 2004).  
As toxinas esfoliativas provocam a síndrome da pele escaldada, doença 
que atinge principalmente crianças, formando bolhas na pele que se espalham e 
descamam. Sua atuação ainda não é totalmente conhecida, porém o que se 
observa é que há separação física das camadas da pele devido à degradação dos 




As enterotoxinas estafilocócicas são bem conhecidas por causarem a 
gastrenterite estafilocócica, provocada pelo consumo de alimentos contaminados 
(DINGES; ORWIN; SCHLIEVERT, 2000; FISCHETTI et al., 2000; ELSAYED; 
LAUPLAND, 2004). Staphylococcus quando presentes em populações elevadas 
(105-106 UFC/mL ou g) e sob condições adequadas (temperatura, pH, atividade de 
água e potencial de oxi-redução), produzem uma ou mais enterotoxinas 
estafilocócicas nos alimentos (Tabela 4), os quais, depois de ingeridos, causam 
intoxicação alimentar (JABLONSKI; BOHACH, 2001; JAY, LOESSNER; GOLDEN, 
2005). As peculiaridades do seu hábitat tornam sua presença amplamente 
distribuída na natureza, sendo transmissível aos alimentos por manipuladores, na 
maioria, portadores assintomáticos, e pelos animais, principalmente o gado leiteiro 
com mastite (BALABAN; RASOOLY, 2000). 
 
 
Tabela 4. Parâmetros importantes para o desenvolvimento de S. aureus e 





Ótimo Variação Ótima Variação 
Temperatura (ºC) 35 -37 7 - 48 35 – 40 1 -45 
pH 6,0 – 7,0 4,0 – 10,0 6,0 – 7,0 4,9 – 9,0 
Aa >0,99 0,83 – 0,99 0,99 0,83 – 0,99 








Fonte: ICMSF, 1996. 
 
 
Entre as espécies de Staphylococcus coagulase positiva, S. aureus é a 
espécie que está mais associada às doenças estafilocócicas por suas cepas 
produzirem vários tipos de enterotoxinas (OMOE et al., 2005). Com relação à 
população mundial, aproximadamente de 30 a 50% são considerados portadores 




organismos, 30 a 50% demonstraram ser enterotoxigênicos (BERGDOLL, 1989; 
ICMSF, 1996; JABLONSKI; BOHACH, 2001). Outras espécies produtoras de 
coagulase já conhecidas por produzirem enterotoxinas são S. hyicus e S. 
intermedius (JAY; LOESSNER; GOLDEN, 2005). A produção de enterotoxinas por 
espécies coagulase negativas foi relatada em diversos estudos sob condições 
laboratoriais (Tabela 5). 
 
 
Tabela 5. Staphylococcus coagulase negativa produtores de enterotoxinas in vitro. 
Espécie Referência 
S. capitis Vernozy-Rozand et al. (1996);  Mariano et al. (2007) 
S. caprae Valle et al. (1990); Mariano et al. (2007) 
S. carnosus Zell et al. (2008) 
S. chromogenes Valle et al. (1990); Oliveira et al. (2010); Mariano et al. 
(2007)  
S. cohnii Bautista et al. (1988); Rapini et al. (2005); Mariano et al. 
(2007) 
S. epidermidis Crass; Bergdoll (1986); Bautista et al. (1988); Valle et al. 
(1990); Udo et al. (1999); Rapini et al. (2005); Cunha et al. 
(2006); Mariano et al. (2007); Al-Tarazi; Albetar; Alaboudi 
(2009) 
S. equorum Vernozy-Rozand et al. (1996); Zell et al. (2008)     
S. haemolyticus Bautista et al. (1988); Valle et al. (1990);  Li; Cheng (1997); 
Udo et al. (1999); Cunha et al. (2006); Mariano et al. (2007) 
S. hominis Udo et al. (1999) 
S. hyicus Hoover et al. (1983) 
S. lentus Valle et al. (1990); Vernozy-Rozand et al. (1996)  
S. lugdunensis Cunha et al. (2006); Mariano et al. (2007) 
S. psifermentans Zell et al. (2008) 
S. saprophyticus Valle et al. (1990), Udo et al. (1999) 
S. scheiferi Udo et al. (1999) 
S. sciuri Valle et al (1990); Al-Tarazi; Albetar; Alaboudi (2009)  
S. simulans Vernozy-Rozand et al. (1996);  Mariano et al. (2007) 
S. warneri Valle et al. (1990); Chou; Chen (1997); Li; Cheng (1997); 
Udo et al. (1999); Mariano et al. (2007) 
S. xylosus Bautista et al. (1988); Valle et al. (1990); Vernozy-Rozand 
et al. (1996); Rodriguez et al. (1996); Zell et al. (2008)  
CNS* Nanu; Narayan (1992); Lamaita et al. (2005); Borelli et al. 
(2006); Stamford et al. (2006);  Vargun; Vatansever (2007); 
Veras et al. (2008)  






As enterotoxinas estafilocócicas pertencem a uma ampla família de 
exotoxinas pirogênicas com relações filogenéticas comuns, estrutura, função e 
sequências homólogas (BALABAN; RASOOLY, 2000). São um grupo de proteínas 
extracelulares, de cadeia simples, com baixa massa molecular (26 a 30 kDa)  e 
ponto isoelétrico entre 7,0 e 8,6. São ricas em aminoácidos lisina, ácido aspártico 
e ácido glutâmico, e a maioria apresenta alça de cistina, a qual está 
provavelmente relacionada à sua atividade emética. São resistentes à ação de 
enzimas proteolíticas do sistema digestório e são hidrossolúveis (LE LOIR; 
BARON; GAUTIER, 2003). Porém, sua principal característica é a sua resistência 
ao aquecimento a 100ºC por 30 minutos, pois, desta forma, mesmo os alimentos 
que sofreram tratamento térmico continuam a apresentar riscos aos consumidores 
(DABROWSKI; SIKORSKI, 2005). A pasteurização elimina as células vegetativas 
em processos fermentativos ou de maturação de queijos, prevenindo o 
crescimento de patógenos nos alimentos. Porém, com a presença de 
enterotoxinas pré-formadas no alimento, mesmo após processamento térmico, há 
a manutenção de sua atividade biológica (LE LOIR; BARON; GAUTIER, 2003). 
As enterotoxinas são nomeadas com letras do alfabeto segundo a 
ordem cronológica de suas descobertas. Tradicionalmente, cinco tipos são 
conhecidos como “clássicos”, sendo SEA, SEB, SEC, SED e SEE (DINGES; 
ORWIN; SCHLIEVERT, 2000), por serem as mais comumente identificadas e 
estudadas. Entretanto, desde a década de 1990 até os tempos recentes, novos 
tipos foram descobertos e reportados (SEG, SEH, SEI, SEJ, SEK, SEL, SEM, 
SEN, SEO, SEP, SEQ, SER, SES, SET e SEU) (Tabela 6). 
As enterotoxinas estafilocócicas podem ser codificadas por genes 
presentes em plasmídeos, como os genes sed, sej, ser, ses e set (BAYLES; 
IANDOLO, 1989; ZHANG  et al., 1998; OMOE et al., 2003; ONO et al., 2008),  
presentes em bacteriófagos como sea e see (BETLEY; MEKALANOS, 1988) ou  
em cromossomos, como seb, sec, seg, seh, sei, sek, sel, sem, sen, seo, sep, e 
seq (LETERTRE  et al., 2003). Além disso, diferentes genes podem estar em ilhas 
de patogenicidade, segmentos de DNA inseridos no cromossomo bacteriano, que 




(VIEIRA, 2009), como o gene sec (FITZGERALD et al. 2001) ou seb, sek e seq 
(YARWOOD et al. 2002). 
 
 
Tabela 6. Diferentes enterotoxinas e suas variações produzidas por 
Staphylococcus. 
Enterotoxinas Referência 
SEA Betley; Mekalanos (1988);Becker et al. (1998) 
SEB Bergdoll et al. (1959); Jones; Khan (1986); 
Becker et al. (1998) 
SEC1 Bergdoll et al. (1965); Borja; Bergdoll (1967); 
Bohach; Schievert (1987); Becker et al.(1998) 
SEC2 Bergdoll et al. (1965); Avena; Bergdoll (1967); 
SEC3 Reiser et al. (1984) 
SED Casman et al. (1967); Bayles; Iandolo (1989); 
Becker et al. (1998) 
SEE Bergdoll et al. (1971); Couch et al. (1988); 
Becker et al. (1998) 
SEG Betley et al. (1992); Munson et al. (1998); 
Omoe et al. (2002) 
SEGV Blaiotta et al. (2004) 
SEH Ren et al. (1994); Su; Wong (1995); 
Omoe et al. (2002) 
SEI Munson et al. (1998); Omoe et al. (2002) 
SEIV Blaiotta et al. (2004) 
SEJ Zhang et al. (1998); Omoe et al. (2005) 
SEK Orwin et al. (2001); Omoe et al. (2005) 
SEL Fitzgerald et al. (2001); Omoe et al. (2005) 
SEM Jarraud et al. (2001); Omoe et al. (2005) 
SEN Jarraud et al. (2001); Orwin et al. (2003); 
Omoe et al. (2005) 
SENV Blaiotta et al. (2004) 
SEO Jarraud et al. (2001); Omoe et al. (2005) 
SEP Omoe et al. (2005) 
SEQ Yarwood et al. (2002); Omoe et al. (2005) 
SER Omoe et al. (2003); Omoe et al. (2005) 
SES Ono et al. (2008) 
SET Ono et al. (2008) 
SEU Letertre et al. (2003) 
SEUV Blaiotta et al. (2004) 






O sequenciamento parcial dos aminoácidos das enterotoxinas SEA, 
SEB e SEC evidenciou a existência de região homóloga nas três moléculas, 
sugerindo que essa região seja o sítio ativo da molécula (DINGES; ORWIN; 
SCHLIEVERT, 2000; JABLONSKI; BOHACH, 2001). Embora sejam similares em 
sua composição e atividade biológica, as enterotoxinas são identificadas 
separadamente em função de diferenças antigênicas. Várias enterotoxinas 
sorologicamente distintas têm sido reconhecidas e classificadas de SEA até SEU 
e seus genes de sea até seu (OMOE  et al., 2005). Uma toxina previamente 
designada enterotoxina F, é atualmente conhecida como responsável pela 
síndrome do choque tóxico (TSST-1) e não por enterite (BERGDOLL et al., 1981). 
O genoma de Staphylococcus é constituído por uma mistura complexa 
de genes, sendo que muitos deles demonstram ser adquiridos por transferência 
lateral entre bactérias. Grande parte dos genes de resistência a antibióticos estão 
em plasmídeos ou em elementos genéticos de mobilidade, formando “ilhas de 
resistência”. Três classes de novas ilhas de patogenicidade foram identificadas no 
genoma: uma família de ilhas referente à síndrome do choque tóxico (TSST-1), 
ilhas de exotoxinas e ilhas de enterotoxinas. Estas observações significam não 
apenas a extrema complexidade do genoma das bactérias deste gênero, mas 
também sua plasticidade e facilidade em se adaptar a pressões seletivas, como a 
antibióticos e ao sistema imunológico humano (KURODA et al., 2001). 
 
 
2.4. Intoxicação Alimentar Estafilocócica 
 
 
A intoxicação estafilocócica foi primeiramente estudada em 1894 por J. 
Denys e posteriormente por M.A. Barber em 1914, que produziu em si próprio os 
sintomas da doença através da ingestão de leite previamente contaminado com 
uma cultura de S. aureus (JAY; LOESSNER; GOLDEN, 2005). 
A gastrenterite estafilocócica é causada pela ingestão de alimentos que 




espécies de Staphylococcus. A barreira de suco gástrico e as condições no 
intestino inibem o crescimento da bactéria e a produção de toxinas dentro do 
organismo, sendo assim a gastrenterite é causada somente pela toxina que é 
produzida fora do organismo hospedeiro (DABROWSKI; SIKORSKI, 2005; JAY; 
LOESSNER; GOLDEN, 2005). 
O período de incubação da doença oscila de 30 minutos a 8 horas, 
porém, na maioria dos casos, os sintomas aparecem entre 2 e 4 horas após a 
ingestão do alimento contaminado (BANNERMAN, 2003). Os principais sintomas 
são náusea, cólicas abdominais (as quais são, geralmente, muito agudas), diarréia 
eventual e sudorese, ainda podendo ocorrer dor de cabeça, calafrios e queda de 
pressão arterial. Em geral não há febre. Estes sintomas variam conforme o grau 
de susceptibilidade do indivíduo, concentração da toxina no alimento e quantidade 
de alimento ingerido. A duração dos sintomas é, geralmente, de 24 a 48 horas, e a 
taxa de mortalidade é bastante baixa ou nula, variando de 0,03% para pessoas em 
geral a 4,4% para a população mais susceptível, como crianças e idosos (ICMSF, 
1996; FRANK, 2001). 
A quantidade de enterotoxina necessária para causar intoxicação é bem 
pequena. A dose emética em um macaco é de aproximadamente 5–20 µg por 
animal, segundo Borja; Bergoll (1967). Nos Estados Unidos, Evenson et al. (1988), 
estudaram um surto de gastrenterite e descobriram que a quantidade de 
eneterotoxina SEA presente no leite incriminado era de 0,5 ng/mL, e que para 
causar os efeitos da intoxicação nos consumidores eram necessárias de 100 a 
200 ng de enterotoxina. Os autores atribuíram a presença da toxina no leite já 
pasteurizado às falhas na produção e resfriamento do leite cru, antes do 
processamento térmico.  
Os alimentos mais comumente associados a surtos são carnes e 
derivados de bovinos, suínos e aves, ovos, leite e derivados, produtos de 
confeitaria recheados com creme, bombas de chocolate, enfim, alimentos que 
requerem manipulação durante seu preparo e que são mantidos em temperaturas 
inadequadas (GERMANO; GERMANO, 2001). A temperatura de refrigeração dos 




maior probabilidade de produção a 37°C (PEREIRA, 1982). Este fato reforça a 
importância da conservação dos alimentos a temperaturas abaixo de 4 ºC e o 
perigo da utilização de produtos derivados do leite na preparação de pratos que 
podem permanecer expostos durante longos períodos à temperatura ambiente, 
tais como patês. 
A enterotoxina SEA é a mais envolvida em surtos de intoxicações nos 
Estados Unidos, seguida pelas enterotoxinas SED e SEB (BALABAN; RASOOLY, 
2000). Sabe-se que aproximadamente 95% dos casos de intoxicações 
estafilocócicas são causados pelas enterotoxinas “clássicas”, os 5% restantes são 
associados com as demais enterotoxinas recentemente identificadas (OMOE et 
al., 2002). Ainda há poucos dados referentes a estas novas enterotoxinas 
causadoras de surtos de intoxicação, mas algumas delas podem exercer atividade 
emética similar às enterotoxinas clássicas (CHEN; CHIOU; TSEN, 2004; 
BLAIOTTA et al., 2004; KWON et al., 2004; JORGENSEN et al., 2005; IKEDA et 
al., 2005; ONO et al., 2008). 
Entre as principais doenças transmitidas por alimentos, a gastrenterite 
estafilocócica é considerada a terceira mais importante no mundo (NORMANNO et 
al., 2005; BOEREMA; CLEMANS; BRIGHTWELL, 2006).  
Estas doenças apresentam grande impacto sobre questões de saúde 
pública. No período entre 1999 e 2008, foram notificados, no Brasil, 6.062 surtos 
de doenças transmitidas por alimentos, havendo envolvimento de 117.330 
pessoas doentes e 64 casos de óbitos (Figura 5). Dentre estes surtos, o agente 
etiológico foi ignorado ou não identificado em 51% (3.088), sendo que as bactérias 
foram responsáveis pela grande maioria deles (84% de 2.974 surtos cujos agentes 
etiológicos foram identificados), e as principais foram Salmonella sp., 
Staphylococcus sp., Bacillus cereus e Clostridium perfringens (SVS, 2008). 
Como apresentado nas figuras 6 e 7, as espécies do gênero 
Staphylococcus foram responsáveis por 600 surtos no Brasil (20,2%), sendo o 
segundo maior agente causador de doenças transmitidas por alimentos. Os 




deles ocorreu em ambientes residenciais, seguido de restaurantes e instituições 





Figura 5. Surtos de DTA e números de doentes no Brasil (1999-2008). 




Figura 6. Surtos de DTA por agente etiológico ocorridos no Brasil no período de 
1999 a 2008. 





Figura 7. Surtos de DTA por tipo de alimento contaminado ocorridos no Brasil no 
período de 1999 a 2008. 
FONTE: SVS, 2008. 
 
 
Sabioni; Hirooka; Souza (1988) relataram um surto de intoxicação 
alimentar ocorrido em julho de 1987, na cidade de Ouro Preto-MG. O alimento 
causador foi queijo Minas, contaminado por S. aureus com 9,3 x 107 UFC/g e 
detectaram cepas produtoras de SEA, SEB, SED e SEE. 
Em Minas Gerais, segundo CARMO et al. (2002), no ano de 1999, 50 
pessoas ficaram doentes após terem ingerido queijo Minas contaminado por S. 
aureus produtores de enterotoxinas SEA, SEB e SEC. Uma possível implicação 
quanto à fonte de contaminação se deve à manipulação durante o preparo do 
queijo. 
Segundo registros do Sistema de Informação Regional para a Vigilância 
Epidemiológica das Enfermidades Transmitidas por Alimentos na América Latina e 
Caribe (SIRVETA, 2002), durante o período de 1993 a 2002, no Brasil, ocorreram 
18 surtos relacionados ao consumo de leite e derivados, sendo a grande maioria 






Tabela 7. Surtos de intoxicação estafilocócica relacionados à ingestão de 
derivados lácteos no Brasil (1993-2002). 
Data Cidade Alimento Agente 
etiológico 
Enfermos 
20/03/1996 Belo Horizonte, MG Queijo S. aureus 3 
22/08/1996 Belo Horizonte, MG Queijo S. aureus 8 
26/09/1996 Belo Horizonte, MG Queijo 
Mussarela 
S. aureus 3 
30/05/1999 Belo Horizonte, MG Leite S. aureus 3 
26/07/1999 Arapongas, PR Queijo colonial S. aureus 7 
28/01/1999 Curitiba, PR Leite S. aureus 4 
03/04/1999 Curitiba, PR Queijo S. aureus 3 
11/11/1999 Curitiba, PR Queijo S. aureus 4 
21/11/1999 Curitiba,PR Queijo S. aureus 4 
23/07/1999 P. Frontim, PR Queijo S. aureus 5 
09/10/1999 Viamao, RS Queijo S. aureus 4 
02/01/2000 Rio Grande, RS Queijo S. aureus 12 
22/01/2000 Caxias do Sul, RS Queijo S. aureus 8 
02/05/2000 Quedas do Iguacu, 
PR 
Queijo colonial S. aureus 4 
05/02/2000 Itapajé, CE Queijo S. aureus 7 
04/06/2000 Porto Alegre, RS Queijo colonial S. aureus 3 
18/07/2000 Fortaleza, CE Queijo S. aureus 7 
22/03/2002 Autazes, AM Queijo S. aureus 4 
TOTAL    93 
Fonte: INPPAZ/OPS/OMS (SIRVETA, 2002). 
 
 
Em Brodowski-SP, em 1998, ocorreu um surto envolvendo 180 
pessoas. O agente etiológico incriminado foi S. aureus, sendo isolado de salada 
de vegetais com maionese, frango grelhado e macarrão com molho de tomate, 
como também de manipuladores dos alimentos, além da detecção de produção 
enterotoxina SEA pelos isolados (COLOMBARI et al., 2007). 
Em Passos-MG, 42 pessoas foram envolvidas em um surto de 
intoxicação estafilocócica em um restaurante. O alimento incriminado apresentou 
contagens de S. aureus superiores a 2 x 108 UFC/g e as cepas isoladas eram 
produtoras de SEA, SEB  e SEE. Manipuladores assintomáticos eram portadores 
de cepas produtoras de enterotoxinas SEA, SEB, SEC e SED (CARMO  et al., 




Em 2004 ocorreu um surto de intoxicação alimentar na cidade de 
Pelotas-RS envolvendo 56 pessoas em um restaurante institucional. S. aureus 
produtor de enterotoxina SEA foi detectado em sanduíches de galinha 
(RODRIGUES et al., 2004).  
Outro caso de intoxicação devido a Staphylococcus coagulase positiva 
produtor de enterotoxina SEA, ocorreu na cidade de Birigui-SP. O alimento 
incriminado foi farofa (farinha de mandioca e de milho, ervilha e milho em 
conserva, mortadela picada e linguiça tipo toscana) servida na merenda escolar e 
1200 crianças apresentaram sintomas de intoxicação. As contagens chegaram a 
8,5 x 107 UFC/g e provavelmente a contaminação foi proveniente de fonte 
humana, através de manipuladores assintomáticos (MICHELIN; CARMO; 
CARLOS, 2006). 
Leite e seus derivados estiveram relacionados a 5% do total de surtos 
reportados na França no período de 1988 a 1997. Os queijos foram os alimentos 
mais incriminados (47 surtos) e S. aureus foi o patógeno responsável por 59 
(85,5%) do total de 69 surtos (DE BUYSER et al., 2001). 
Um extenso surto de intoxicação estafilocócica ocorreu no Japão no 
ano de 2000, devido à ingestão de produtos cujo principal ingrediente foi leite em 
pó desnatado contaminado com enterotoxina SEA e SEH (ASAO et al., 2003; 
IKEDA  et al., 2005). 
Em junho de 2007, na Áustria, houve um surto acometendo 40 crianças 
de duas instituições escolares.  O estudo epidemiológico apontou a presença de 
S. aureus portadores de genes codificadores de SEA e SED e detectaram-se as 
respectivas enterotoxinas em leites naturais e leites com sabor (baunilha e cacau) 
servidos às crianças (SCHMID  et al., 2009). 
No final do ano de 2009, seis surtos de intoxicação alimentar causada 
por Staphyolcoccus foram reportados na França. O alimento incriminado para os 
seis surtos foi um tipo de queijo fresco feito com leite não pasteurizado. O micro-
organismo detectado foi S. aureus e a enterotoxina produzida no alimento foi SEE 




Nos países da América Latina, destacam-se Cuba e Venezuela como 
os principais países com casos de surtos de intoxicação estafilocócica 
relacionados ao consumo de derivados lácteos, como demostrado na Tabela 8 
(SIRVETA, 2002). Nota-se uma grande diferença no número de surtos no Brasil 
(18 surtos) e em outros países latinos, como a Venezuela (68 surtos) durante o 
mesmo período de tempo. Este fato não se deve a uma melhor qualidade dos 
produtos no Brasil, mas sim à diferença na quantidade de notificações realizadas 
aos órgãos de vigilância sanitária. Os números de surtos no Brasil e na América 
latina são subestimados devido à baixa notificação. 
 
 
Tabela 8. Surtos de intoxicação estafilocócica relacionados à ingestão de 
derivados lácteos em países da América Latina (1993-2002). 






Leite S. aureus 1 916 
Argentina Leite pasteurizado S. aureus 1 98 




























































Bolívia Produtos lácteos Staphylococcus sp. 1 1195 
TOTAL   121 4168 





Por muito tempo, as espécies coagulase negativas foram consideradas 
não patogênicas, porém este fato está mudando, especialmente por ter 
aumentado o número de evidências de sua patogenicidade pela produção de 
enterotoxinas ou por causarem doenças e infecções no ser humano. Diversos 
estudos já evidenciaram a enterotoxigenicidade de espécies coagulase negativas 
em meios de cultivo laboratorial (Tabela 5). O longo tempo em que apenas a 
prática de analisar alimentos quanto à presença de Staphylococcus coagulase 
positiva como espécies de importância teve, sem dúvida, subestimado o número 
de espécies potencialmente patogênicas (JAY; LOESSNER; GOLDEN, 2005; 
IRLINGER, 2008). No Brasil, os padrões microbiológicos estabelecidos pela RDC 
Nº12/2001 da ANVISA (BRASIL, 2001), determinam limites apenas para a 
contagem de Staphylococcus coagulase positiva, apontando riscos a apenas este 
grupo de micro-organismos. 
São apenas três os relatos de surtos de intoxicação estafilocócica 
associados a espécies coagulase negativas. O primeiro deles ocorreu no Japão 
(OMORI; KATO, 1959) com a participação de 40 estudantes, onde o agente 
causal foi igualmente detectado nas fezes e em superfícies de pratos utilizados no 
lanche. Já nos Estados Unidos, 145 pessoas manifestaram a doença, S. 
epidermidis produtor de SEA foi detectado na carne assada consumida e também 
em lesões secas de impetigo presentes nas mãos de um manipulador, 
caracterizando o primeiro registro de detecção da enterotoxina por cepas 
coagulase negativas (BRECKINRIDGE; BERGDOLL, 1971). No Brasil, segundo 
CARMO et al. (2002), no ano de 1999 o serviço sanitário da secretaria de saúde 
do estado de Minas Gerais foi notificado quanto a um surto envolvendo 328 
pessoas que apresentaram sintomas de diarréia e vômito após consumo de leite 
cru. O agente etiológico deste caso foi Staphylococcus coagulase negativa, com 
contagens superiores a 2 x 108 UFC/g e a produção de enterotoxinas SEC e SED 
foi constatada pelas capas isoladas . A possível implicação quanto à fonte de 






2.5. Ocorrência de Staphylococcus e suas enterotoxinas em leite e derivados 
 
 
O leite e seus derivados constituem excelentes meios para o 
desenvolvimento de micro-organismos deteriorantes e patogênicos, sendo um 
ótimo substrato para o crescimento de Staphylococcus, especialmente por 
apresentar alto conteúdo de água, pH próximo à neutralidade e uma variedade de 
nutrientes disponíveis (FRANK, 2001; DE BUYSER et al., 2001), tornando os 
derivados lácteos fontes conhecidas de casos de surtos de DTA (DE BUYSER et 
al., 2001; CARMO et al., 2002; ASAO et al., 2003; JORGENSEN, et al., 2005). 
Staphylococcus além de serem contaminantes de diversos tipos de 
alimentos, como saladas de batata, atum, frango e presunto e outras carnes 
cozidas, apresentam-se como um conjunto de micro-organismos comumente 
isolados de leite cru e proveniente de gado leiteiro com mastite. Desta forma, sua 
presença no leite é a maior preocupação quanto à manutenção da segurança e 
inocuidade de seus derivados (DELBES et al., 2006). Em geral, é esperado 
encontrar Staphylococcus sp., mesmo que em número baixo, em algum ou em 
todos os produtos que são de origem animal ou que sejam diretamente 
manipulados por humanos (JAY; LOESSNER; GOLDEN, 2005).  
Estes micro-organismos podem formar biofilmes, agregados de células 
envoltos por uma matriz polimérica e aderidos a uma superfície sólida, formando 
uma estrutura porosa e altamente hidratada contendo exopolissacarídeos e 
pequenos canais, abertos por entre as microcolônias (LAWRENCE et al., 1991). 
Este tipo de organização é extremamente vantajoso para a bactéria, por fornecer 
proteção contra adversidades como desidratação, colonização por bacteriófagos e 
resistência a antimicrobianos (GILBERT; MCBAIN; RICHARD, 2003). Na linha de 
produção da indústria de laticínios, a formação de biofilmes eleva a carga 
microbiana que contamina os alimentos devido ao eventual desprendimento de 
porções aderidas. Desta forma, pode colocar em risco a saúde do consumidor, 
além de ocasionar prejuízos financeiros à indústria, em virtude da diminuição da 




A resolução RDC 12/01 da Agência Nacional de Vigilância Sanitária 
(BRASIL, 2001) estabelece a contagem de no máximo 103 UFC/g ou mL para 
Staphylococcus coagulase positiva em derivados do leite, porém, números 
superiores (>104 UFC/g ou mL) são comumente relatados (ALMEIDA FILHO; 
NADER FILHO, 2000; SALOTTI et al., 2006; RALL et al., 2008).  
No Brasil, diversos estudos relacionados à presença de Staphylococcus 
e suas enterotoxinas em leite e produtos lácteos vêm sendo desenvolvidos nos 
últimos anos. Lamaita et al. (2005) avaliaram leite cru refrigerado a 4ºC por 48h, 
em Minas Gerais, quanto a detecção e contagem de Staphylococcus coagulase 
positiva e negativa. Foram identificadas 8 espécies e a produção de enterotoxinas 
foi constatada em 91 isolados, sendo 24,6% coagulase positivos e 41,3% 
coagulase negativos. A enterotoxina identificada mais frequentemente foi a SEC e 
as principais espécies identificadas foram S. aureus e S. hyicus. 
Silva; Carmo; Silva (2005) analisaram a enterotoxigenicidade de 100 
isolados de S. aureus, provenientes de amostras de leite de cabra e leite bovino 
mastítico, quanto à produção de SEA, SEB e SEC por dois métodos imunológicos 
diferentes (OSP e RPLA) e pela presença dos respectivos genes codificadores 
através da técnica de PCR. Houve a detecção de 33 isolados positivos para o 
gene sec. Comparando os resultados, houve discordância entre os métodos de 
análise utilizados.  
Stamford et al. (2006) isolaram e identificaram 109 culturas de 
Staplylococcus a partir de leite retirado de vacas com sinais de mastite do estado 
de Pernambuco. As espécies coagulase positivas produtoras de enterotoxinas 
foram S. aureus, S. intermedius e S. hyicus, além de S. chromogenes e de outras 
duas cepas coagulase negativas cujas espécies não foram identificadas. 
Em São Paulo, Nader Filho et al. (2007) isolaram S. aureus em leite 
mastítico e 91,7% dos isolados foram produtores de pelo menos uma enterotoxina 
(entre SEA, SEB, SEC e SED e TSST-1) e apenas 8,3% não eram 
enterotoxigênicos.  
Rall et al. (2008) isolaram e identificaram S. aureus de 162 amostras de 




último dia de validade. As maiores contagens encontradas foram nos leites não 
pasteurizados, chegando a 8,9x 105 UFC/mL e 70,4% (38/54) das amostras 
ultrapassaram os limites estabelecidos pela legislação. Isolados de S. aureus 
foram avaliados quanto à presença de genes codificadores de enterotoxinas SEA 
a SEE e SEG a SEJ. Dos 57 isolados, 68,4% (39/57) possuíam um ou mais 
genes, sendo que entre os genes para as enterotoxinas clássicas, o mais 
frequentemente encontrado foi o sea, aparecendo em 41% dos isolados (16/39). 
Esper (2006) obteve 55 isolados de Staphylococcus em amostras de 
ricotas comercializadas em Campinas-SP. Dos 55 isolados, 23,64% (13/55) eram 
produtores de enterotoxinas clássicas, sendo 4 isolados coagulase positiva (com 
características atípicas de colônias em meio Baird-Parker) e 9 coagulase negativa. 
A presença de Staphylococcus em queijos Minas frescal é muito 
comum. Almeida Filho; Nader Filho (2000) verificaram contagens de S. aureus 
acima dos limites estabelecidos pela legislação (BRASIL, 2001) para queijos 
Minas Frescal (103 UFC/g) em 50% (40/80) das amostras analisadas deste 
produto, sendo 105 UFC/g os valores médios de contagem encontrados. Já no Rio 
de Janeiro, analisando o mesmo derivado lácteo, Araújo et al. (2002) verificaram 
que 17,7% das amostras estavam acima do limite estabelecido e que 20% (9/45) 
delas apresentavam S. aureus). 
O Programa de Análise Fiscal (Programa Paulista 2002), instituído pelo 
Centro de Vigilância Sanitária em conjunto com o Instituto Adolfo Lutz, analisou 
123 amostras de queijo Minas Frescal, das quais, 28,5% (35/123) não estavam em 
conformidade com os padrões microbiológicos para coliformes totais, coliformes 
fecais e S. aureus. Conforme este programa, o queijo Minas frescal foi inserido na 
categoria de produtos que apresentam maiores riscos de causarem doenças 
transmitidas por alimentos (SÃO PAULO, ESTADO, 2003). Este mesmo estudo 
analisou sorvetes de massa à base de leite e 10,6% (14/132) amostras foram 
consideradas insatisfatórias por conter bactérias do grupo coliformes totais, 
coliformes fecais e S. aureus acima dos limites máximos tolerados.  
Analisando queijos Minas frescal em Jaboticabal-SP, Salotti et al. 




amostras industriais e 30 artesanais e verificaram que 30% (18/60) das amostras 
apresentaram contagens em desacordo com a legislação (BRASIL, 2001), sendo 
20% de amostras artesanais e 10% industriais. As contagens alcançaram 5 x 104 
UFC/g. 
Em Campinas-SP, 93 amostras de queijos Minas frescal produzidos por 
3 diferentes processos e comercializados em supermercados locais foram 
analisados quanto à presença de Staphylococcus coagulase positiva e 7,5% das 
amostras (7/93) apresentaram contagens acima do limite considerado seguro pela 
legislação brasileira (CARVALHO; VIOTTO; KUAYE, 2007). 
Amostras de leite cru, culturas starter, requeijão e queijos Canastra 
foram analisadas em Minas Gerais por Borelli et al. (2006), que verificaram a 
ocorrência de Staphylococcus além da produção de enterotoxinas SEA, SEB, SEC 
e SED. Staphylococcus foram detectados em todos os produtos e as contagens 
alcançaram 7,9 x 104 UFC/mL nos leites e 2 x 106 UFC/g nos requeijões e queijos. 
Quanto à enterotoxigenicidade, 93,3% (70/75) dos isolados produziram pelo 
menos uma das enterotoxinas testadas. Confirmaram-se as espécies S. aureus, S. 
intermedius e S. hyicus, além de Staphylococcus coagulase negativa (sem 
identificação de espécies) produtores de enterotoxinas. 
Em Botucatu-SP, amostras de leite, queijos frescos e curados, sorvetes 
e iogurtes, além de doces, biscoitos e sanduíches, foram analisadas quanto à 
presença de Staphylococcus coagulase positiva. Verificou-se que 15% (26/172) 
das amostras apresentaram os micro-organismos em questão e 54% dos isolados 
eram enterotoxigênicos e produziram enterotoxinas SEA, SEB, SEC e SED, sendo 
a SEC a mais frequentemente detectada (ARAGON-ALEGRO et al., 2007). 
 André et al. (2008) analisaram 140 amostras, sendo 24 de leite cru, 24 
de queijos Minas frescal  e 92 de manipuladores de alimentos, no estado de Goiás 
e identificaram 73 isolados de S. aureus, sendo que 70,8% (17/24) das amostras 
de queijos estavam contaminadas com S. aureus, e 54,2% (13/24) apresentaram 





Entre diversos outros alimentos, Cunha Neto; Silva; Stamford (2002) 
analisaram queijo de coalho, produzidos no estado de Pernambuco, quanto à 
presença de Staphylococcus coagulase positiva enterotoxigênicos. As contagens 
variaram de <102 a 104 e as cepas isoladas a partir de queijo de coalho foram 
100% positivas para enterotoxinas clássicas, detectadas pelo sistema VIDAS 
(bioMérieux-SA). 
Borges et al. (2008) avaliou uma linha de produção de queijo de coalho 
em Fortaleza-CE quanto ao perfil de contaminação por Staphylococcus coagulase 
positiva (SCP) e negativa (SCN), além da detecção de enterotoxinas clássicas. O 
leite cru apresentou elevada população de SCN e SCP em 100% das amostras, 
cujas contagens variaram de 103 a 107 UFC/mL. Já no produto final (queijo de 
coalho), SCP com identificação de S. aureus foi detectado acima dos limites 
estabelecidos (102 UFC/g), indicando contaminação após pasteurização. Foram 
identificadas 12 espécies, entre os 68 isolados identificados pelo kit API-Staph 
(bioMérieux), sendo 3 espécies coagulase positivas e 9 coagulase negativas. A 
presença de enterotoxinas clássicas nos alimentos foi constatada em 20% (4/20) 
das amostras analisadas e estas foram encontradas no leite cru, e 
consequentemente no leite pasteurizado, coalhada e queijo coalho, seguindo toda 
a linha de produção, confirmando a grande resistência térmica das enterotoxinas 
estafilocócicas.  
Fatores como o pH, a população inicial de Staphylococcus e a 
temperatura de armazenamento desempenham um papel importante na produção 
de enterotoxinas durante a fabricação de queijos. Cada variedade de queijo utiliza 
diferentes parâmetros tecnológicos (leite cru ou pasteurizado, cultura starter, 
cinética de acidificação, etc.) e os resultados das variáveis possuem influência 
sobre a natureza e a quantidade de enterotoxinas produzidas (DE BUYSER et al., 
2001). 
Vargun; Vatansever (2007), analisando amostras de leite e creme na 
Turquia, encontraram Staphylococcus produtores de SEA, SEB, SEC e SEE. Já 




testados por métodos enzimáticos e por PCR, apresentaram-se como produtores 
de SEA e SEC (AKINEIDEN et al., 2008).   
Trabalhos recentes no Brasil e no mundo estudam a presença de 
Staphylococus, enterotoxinas e genes codificadores em queijos, leite bovino cru, 
leite de cabra e outros derivados do leite, a partir de manipuladores de alimentos e 
cepas isoladas de vacas mastíticas, obtendo muitos resultados positivos quanto à 
presença de Staphylococcus enterotoxigênicos (PELISSER et al., 2009; 
KOMATSU et al., 2010; FAGUNDES et al., 2010; MARIANO et al., 2007; HUONG 
et al., 2010; PEREIRA et al., 2009; RALL et al., 2010; RAHIMI; SAFAI, 2010), 
reafirmando a grande importância de estudos relacionados a esses micro-
organismos e suas enterotoxinas em  leite e derivados, além da extrema 
necessidade de uma melhor qualidade higiênico-sanitária durante sua produção. 
  
 




Há vários métodos disponíveis para a contagem de Staphylococcus, 
com sensibilidade variável em função das características seletivas ou diferenciais 
como também em função da técnica de contagem (direta em placas ou pelo 
número mais provável). As principais características seletivas utilizadas no 
isolamento de Staphylococcus são: habilidade de crescer na presença de NaCl 
(5,5 a 10%), telurito de potássio (0,0025 a 0,005%), cloreto de lítio (0,01 a 0,05%), 
glicina (0,12 a 1,26%) e polimixina (40 mg/L). As características diferenciais são a 
capacidade de reduzir o telurito de potássio (colônias pretas em meio sólido), a 
capacidade de hidrolisar gema de ovo, a capacidade de utilizar manitol, de crescer 
a 42-43ºC, além das atividades de coagulase e termonuclease (DOWNES; ITO, 
2001; SILVA et al., 2010). 
O meio de cultura mais amplamente utilizado é o ágar Baird-Parker 




and Drug Administration (FDA) para o isolamento de Staphylococcus em 
alimentos, que combina o telurito de potássio (0,01%), a glicina (1,2%) e o cloreto 
de lítio (0,5%) como agentes seletivos, e a redução do telurito e a hidrólise da 
lecitina presente na gema de ovo como características difrenciais, formando halos 
de lecitinase ao redor das colônias. Adicionalmente, o meio contém 1% de 
piruvato de sódio, considerado excelente para reparação de células injuriadas, 
evitando o acúmulo de peróxido de hidrogênio (tóxico para as células) (ICMSF, 
2002; SILVA et al., 2010). 
Além do ágar BP, existem outros meios disponíveis para contagem 
direta em placas, combinando diferentes características seletivas/diferenciais, 
como o ágar Manitol Sal, ágar Vogel-Johnson, ágar Azida Sangue, ágar Azida 
Gema de ovo, ágar Fenolftaleína Fosfato de Polimixina, ágar Leite Sal, ágar 
Telurito Polimixina Gema de ovo, ágar Staphylococcus 110; porém estes são 
considerados restritivos para reparação de injúrias (DIFCO MANUAL, 1994; SILVA 
et al., 2010). 
Outros métodos oficializados pela AOAC (Association of Official 
Analytical Chemists) são os kits analíticos Petrifilm (3M Microbiology Products). As 
placas Petrifilm são um sistema pronto de meio de cultura que consiste de uma 
placa que contém os nutrientes de Baird-Parker modificados e um agente 
gelificante solúvel em água fria, para contagem rápida de S. aureus, sendo uma 
alternativa a metodologia tradicional para pesquisa de micro-organismos em 
alimentos (3M Microbiology Products). 
Por sua diversidade metabólica, Staphylococcus requer uma variedade 
de testes e abordagens para uma correta identificação (BENNETT, 1996). Para a 
identificação de espécies pertencentes a este gênero, conjuntos de testes 
bioquímicos são comumente utilizados, de acordo com o critério proposto por 
Kloos;Schleifer (1975) e Kloos;Bannerman (1995) (CUNHA  et al., 2006; CUNHA; 
CALSOLARI; ARAÚJO JÚNIOR, 2007). Além disso, existem kits rápidos e em 
miniatura (também baseados em testes bioquímicos), como o Biolog (GP 
Microplate, Biolog, Inc., Hayward, CA, USA) (CREMONESI et al., 2005), API-




2004; MARIANO et al., 2007), Staphylogram identification kit (Wako Pure 
Chemical Industries) (SHIMAMURA; KIDOKORO; MURATA, 2006), Staph-Ident  
system (Analylab Products) (HÉBERT et al., 1988), MicrobactTM Staphylococcal 
12S system (Medvet Diadnostics, Thebarton, South Australia) (AL-TARAZI; 
ALBETAR; ALABOUDI, 2009).  
Um exemplo específico é o sistema API-Staph (bioMérieux), composto 
por testes bioquímicos padronizados e em miniatura (utilização de glicose, frutose 
manose, maltose, lactose, trealose, manitol, xilitol, melibiose, rafinose, xilose, 
sacarose, α-metil-glicosídio, N-acetil-glicosamina, redução de nitrato, produção de 
acetoína, fosfatase alcalina, arginina dihidrolase e urease), para identificação de 
espécies do gênero Staphylococcus e Micrococcus (Figura 8). A positividade em 
cada um dos testes do sistema corresponde a um determinado número, e ao final 
o que se obtém é um perfil numérico, que corresponde ao perfil de fermentação de 
carboidratos e aos resultados dos demais testes. A identificação é, então, obtida 
confrontando-se este perfil fenotípico obtido com aqueles disponíveis na base de 




Figura 8. Sistema API-Staph; resultados negativos (acima), resultados positivos 
(abaixo). 
Fonte: bioMérieux (apiwebTM). 
 
 
Para a detecção de enterotoxinas estafilocócicas em alimentos, os 
métodos biológicos in vivo (animal) e in vitro (cultura de tecido) são os mais 
antigos. Os primeiros animais utilizados para o diagnóstico de enterotoxinas 




intraperitoneal ou intravenosa, e o macaco Rhesus (Macaca mullata), administrado 
por via oral. Porém, testes em animais não foram usados por muito tempo por 
considerações éticas e financeiras. As culturas de células são atualmente 
recomendadas por permitirem ensaios sensíveis, de baixo custo e rápidos 
(PIMBLEY; PATEL, 1998; NORMANNO et al., 2001). 
Ensaios imunológicos são muito mais simples e mais baratos do que 
ensaios biológicos e, portanto, têm sido extremamente utilizados. Estes testes 
fundamentam-se na capacidade do antígeno (enterotoxina) interagir com 
anticorpos policlonais específicos, permitindo a formação de um precipitado 
denominado precipitina (BERGDOLL, 1990). Existem diversas metodologias 
descritas para cultivo de Staphylococcus e produção de enterotoxinas. São ainda 
muito utilizadas as técnicas denominadas “membrane-over-agar” e “sac culture”, 
ambas adequadas à posterior detecção por métodos como o “optimum sensitivity 
plate” (OSP) e, posteriormente, o “microslide test method”. Os níveis de detecção 
desses métodos podem chegar a até 0,1 µg/mL e 0,05 µg/mL de enterotoxina em 
meio de cultura, respectivamente (LANCETTE; BENNETT, 2001).  
Estudos de novas metodologias para detecção de enterotoxinas 
levaram ao desenvolvimento de técnicas imunológicas mais sensíveis e rápidas 
como ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay), LA (Látex agglutination), 
RPLA (Reversed passive latex agglutination) e ELFA (Enzyme linked Fluorescent 
Assay). Atualmente, existem seis kits de métodos rápidos disponíveis para 
detecção de enterotoxinas estafilocócicas (BRETT, 1998). Estes kits e seus 
respectivos ensaios estão apresentados na Tabela 9. 
O cultivo em caldo BHI líquido (Brain Heart Infusion) é o método 
recomendado nos kits comerciais para detecção de enterotoxinas estafilocócicas. 
Atualmente, alguns estudos relatam sua eficiência para produção e detecção de 
enterotoxinas pelo uso destes kits comerciais sem necessidade de concentração 
do cultivo, devido à alta sensibilidade dos métodos (MARÍN; ROSA; CORNEJO, 






Tabela 9. Métodos imunológicos rápidos para detecção de enterotoxinas 
clássicas. 
Toxina Ensaio (método) Kit comercial (fornecedor) 
A – D Aglutinação passiva reversa 
em látex 
SET-RPLA (Oxoid) 
A – E ELISA BOMMELI SET-EIA (Dr. Bommeli AG) 
A – E ELISA TECRA SET-VIA (Bio Enterprises Pty 
Ltd.) 
A – E ELISA RIDASCREEN SET (R-Biopharm 
GmbH) 
A – E Imunoensaio TRANSIA (Transia Diffchamb -SA) 
A – E ELFA automatizado VIDAS-SET (bioMérieux) 
Fonte: PIMBLEY;PATEL, 1998 (modificada). 
 
 
Para avaliar o papel das diversas novas enterotoxinas em casos de 
surtos de intoxicação por Staphylococcus é necessário o desenvolvimento de 
testes imunológicos específicos para elas. Até o momento, só há kits de detecção 
para as enterotoxinas clássicas (PIMBLEY; PATEL, 1998). 
O ensaio VIDAS Staphylococcal enterotoxin (SET) (bioMérieux, Marcy-
l´Etoyle, França), com a utilização do equipamento mini VIDAS, fundamenta-se na 
reação antígeno-anticorpo, conhecida pelo nome de ELFA (imunoensaio enzima 
ligada fluorescente), para a detecção simultânea de enterotoxinas estafilocócicas 
A, B, C1,2,3, D e E em fluidos sobrenadantes de culturas de Staphylococcus e 
extratos de alimentos.  
Este ensaio imunológico é similar ao ELISA, apresentando como 
diferença o substrato 4 MUP (4 metil umbeliferil fosfato). No método, os anticorpos 
monoclonais para as enterotoxinas são adsorvidos numa fase sólida, e nesta são 
adicionadas as amostras suspendidas. Em seguida, são acrescidos anticorpos 
mono e policlonais anti-enterotoxina, porém ligados à enzima Fosfatase Alcalina (o 
que se conhece por conjugado). Segue-se, então, com a adição do substrato 




enzima fosfatase alcalina, se transforma em umbeliferona, emitindo fluorescência 
a 450nm, quando excitada a 370nm. A intensidade de fluorscência liberada é 
medida e determina o resultado. Os testes tornam-se mais sensíveis, uma vez que 
a mínima formação do hidrolisado produz sinais de fluorescência detectáveis 
(OLIVEIRA, 1999; PEREIRA, 2006). 
O equipamento mini VIDAS é responsável pela realização de todas as 
etapas da reação até a leitura final (pipetagem, lavagens e leitura). O RFV (Valor 
Relativo de Fluorescência) é calculado e convertido pelo computador em um 
resultado final do teste, que corresponde ao valor do sobrenadante dividido pelo 
valor de fluorescência padrão. Qualquer resultado com leitura <0,13 é considerado 
negativo (OLIVEIRA, 1999). O esquema de seu funcionamento e das reações 
enzimáticas e imunológicas estão indicados na Figura 9. 
Durante o procedimento deste teste, trabalha-se com o volume de 
25mL de cultura em caldo BHI (crescimento à 37ºC/48h), pois esta é sempre a 
alíquota mínima utilizada na análise de um alimento. Além disso, as metodologias 
descritas no “Compendium of Methods for the Microbiological Examination of 
Foods” (DOWNES; ITO, 2001) e no “Bacteriological Analytical Manual” - BAM 
(2001) consideram este volume de meio BHI semi-sólido (0,7% de ágar) para 
cultivo de Staphylococcus e produção de enterotoxina. A opção por utilizar BHI 
líquido demonstra-se melhor ao se submeter culturas à agitação, favorecendo a 
aeração do meio e consequentemente à produção de enterotoxinas, inclusive de 
linhagens pauciprodutoras (PEREIRA et al., 1991). A velocidade de rotação de 
170 rpm foi escolhida com base em estudos prévios (PEREIRA et al.,1991;  
CUNHA NETO; SILVA; STAMFORD, 2002; PEREIRA, 2006).  
Diversas pesquisas recentes utilizaram esta técnica para detecção de 
enterotoxinas estafilocócicas (CUNHA NETO; SILVA; STAMFORD, 2002; ASAO et 
al., 2003; BORGES, 2006; ESPER, 2006; FUJIKAWA; MOROZUMI, 2006; 
PEREIRA, 2006; STAMFORD et al., 2006; CREMONESI et al., 2007; MORANDI et 






Figura 9. Representação esquemática do método ELFA, para detecção de 
enterotoxinas de Staphylococcus
(bioMérieux). 
Fonte: Folder Mini VIDAS (adaptado)
 
 
Outra forma de se caracterizar possível enterotoxigenicidade de micro
organismos é através de métodos de caracterização molecular, como os baseados 
na reação em cadeia da polimerase (PCR), eletroforese em gel de 
(PFGE) e a ribotipagem, que têm se mostrado ferramentas importantes em 
investigações epidemiológicas
detecção de enterotoxinas 
genes, não determinando a expressão dos mesmos
A PCR é aplicada como um método para a detec
responsáveis pela produção de
PCR, a PCR Multiplex, onde se utilizam vários pares de iniciadores 
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campo pulsante 
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para diferentes sequências-alvo, permite numa mesma reação, detectar vários 
genes responsáveis pelas toxinas, contribuindo para o estudo epidemiológico 
destas bactérias e seu envolvimento em doenças de origem alimentar (BECKER; 
ROTH; PETERS, 1998). Diversos sistemas de PCR-Multiplex foram desenvolvidos 
para o estudo do perfil dos genes toxigênicos que economizam tempo e trabalho 
para detectar muitos genes simultaneamente (BECKER; ROTH; PETERS, 1998; 
MONDAY; BOHACH, 1999; MEHROTRA; WANG; JOHNSON, 2000; SHARMA; 
CATHERINE; DODD, 2000; OMOE et al., 2005). 
Embora os métodos moleculares não possam provar que sua proteína 
correspondente seja de fato produzida, as técnicas de PCR oferecem uma 
alternativa para a detecção de enterotoxinas não-clássicas recentemente 
descobertas, cujas sequências genéticas são conhecidas (AKINEIDEN et al., 
2008). Ainda são necessários diversos estudos para o desenvolvimento de kits 
rápidos que detectem não apenas enterotoxinas clássicas, mas também as novas 
enterotoxinas estafilocócicas, cujos genes são atualmente muito detectados em 






















Foram analisadas 104 amostras de derivados lácteos, compreendendo 
24 amostras de sorvetes artesanais, 20 amostras de cremes de leite 
pasteurizados, 20 amostras de patês à base de queijos e 40 amostras de queijos 
Minas (sendo 20 amostras do tipo meia cura e 20 do tipo frescal). As amostras 
foram adquiridas no comércio de Campinas-SP, transportadas ao laboratório em 
caixas isotérmicas com gelo, as quais foram submetidas às análises 
microbiológicas descritas a seguir. 
 
 
3.2. Análises Microbiológicas 
 
 
3.2.1. Abertura asséptica e preparo das amostras   
 
 
As amostras foram retiradas de sua embalagem, após prévia 
desinfecção com álcool 70% sob condições assépticas, na capela de fluxo laminar 
(Veco, Campinas, Brasil). Cada unidade amostral foi subdividida para a realização 
dos ensaios microbiológicos. A massa de 25 gramas de amostra foi determinada 
em balança semi-analítica (BEL, Piracicaba, Brasil), para posterior 
homogeneização em equipamento Stomacher (Seward, Inglaterra) com 225 mL do 











A contagem de Staphylococcus foi realizada utilizando-se o método 
recomendado pela APHA (DOWNES; ITO, 2001). As diluições das amostras foram 
semeadas na superfície do meio de cultura ágar Baird Parker (Difco, EUA), 
acrescidos de 5% de solução de gema de ovo e salina 0,85% (1:1 peso/peso) e 
telurito de potássio (Merck, Alemanha) a 0,01%. As placas foram incubadas a 35- 
37ºC por 48h e após, procedeu-se uma contagem presuntiva das Unidades 
Formadoras de Colônias (UFC/g ou mL do alimento). 
Foram selecionadas não apenas as colônias típicas crescidas no meio 
de cultura (colônias circulares, pretas, lisas, convexas, com bordas perfeitas, 
rodeadas por uma zona opaca e/ou um halo transparente), que são características 
de Staphylococcus coagulase positiva, mas também as atípicas (colônias 
cinzentas sem halo transparente), como demonstrado na Figura 10. Desta forma, 
cinco colônias de cada amostra foram selecionadas e transferidas para ágar e 
caldo infusão de cérebro e coração ou BHI (Difco, EUA), seguido de incubação a 
37ºC por 24h para confirmação, através da caracterização morfológica por 
coloração de Gram e dos testes bioquímicos de catalase, coagulase em plasma 
de coelho e nuclease termorreristente ou DNAse em ágar DNA azul de toluidina 
(formulado), segundo Downes; Ito (2001). O procedimento completo para 
isolamento e caracterização de colônias de Staphylococcus sp. está representado 
na Figura 11. 
 
 





A partir de crescimento celular em ágar BHI (Difco, EUA), foi 
um esfregaço para coloração de Gram em lâminas, observando ao microscópio a 
presença de bactérias na forma de cocos Gram positivos.
 
 
Figura 10. Diferenciação entre colônias típicas e atípicas de 
(crescimento em meio Baird Parker)
 
 
3.2.2.2. Teste de Catalase
 
 
 As colônias foram tansferidas para tubos com ágar BHI e incubadas 
a 37ºC por 24 horas. Uma alçada de crescimento celular foi transferiada para uma 
lâmina de microscopia previamente limpa com álcool à 70%, onde foram 
adicionadas gotas de solução de peróxido
(v/v), observando se ocorreu borbulhamento imediato (teste positivo) ou ausência 
























3.2.2.3. Teste de Coagulase 
 
 
As côlonias isoladas foram transferidas para caldo BHI (Difco, EUA) e 
incubadas à 37ºC por 24h. Após crescimento, foram transferidos 0,2 mL da cultura 
obtida em BHI para um tubo de 10x100 mm e em seguida adicionados 0,5 mL de 
Coagulase-Plasma-EDTA (Laborclin, Brasil), hidratado segundo instruções do 
fabricante, misturados com movimento de rotação, sem agitar os tubos, para não 
interferir na coagulação. Os tubos foram incubados à 37ºC e observados a cada 1 
hora, quanto à formação de coágulo. As reações 3+ e 4+ (Figura 12) foram 




Figura 12. Reação do teste de coagulase para Staphylococcus. 




3.2.2.4. Teste de DNAse  
 
 
Este teste é específico como o teste de coagulase, porém menos 
subjetivo, pois envolve mudança de cor. Não é um substituto, mas um teste de 
apoio, especialmente para as reações 2+ no teste de coagulase. Lâminas 
recobertas com aproximadamente 3 mL de ágar DNA-azul de toluidina (formulado) 




diâmetro, removendo o ágar por aspiração. O procedimento para realização do 
teste consiste de inoculação de algumas gotas de culturas líquidas (crescimento 
em caldo BHI por 24h) nestes poços e incubação à 37ºC por 4h em câmara úmida. 
A cultura líquida inoculada deverá ser aplicada sem ser fervida em um dos poços 
e após fervura em um outro poço (teste de DNAse termossensível e 
termorresistente). O desenvolvimento de um halo rosa brilhante que se estenda 
por pelo menos 1 mm indica uma reação positiva. 
 
 
3.2.2.5. Teste de susceptibilidade à Furazolidona 
 
 
Além das caracterizações descritas acima, para diferenciar os gêneros 
Staphylococcus e Micrococcus foi realizado o teste de susceptibilidade à etil-
Furazolidona, segundo Von Rheinbaben; Hadlok (1981). O procedimento para 
realização do teste consiste de inoculação de uma alçada de culturas líquidas 
(crescimento em caldo BHI por 24h) em placas de ágar peptona (Difco, EUA) 
adicionado de furazolidona (Sigma, EUA), 20µg/ml e incubando-se a 37°C por 24-
48h. Há apenas o crescimento de Micrococcus sp. neste meio, pois são 
resistentes à furazolidona. 
 
 
3.3. Análises complementares 
 
 
3.3.1. Identificação fenotípica das espécies isoladas 
 
 
Um total de 111 isolados (27 isolados de Staphylococcus coagulase 
positiva e 84 isolados coagulase negativa), selecionados aleatoriamente, 




do perfil fenotípico de acordo com o Sistema API-Staph (bioMérieux, França), 
segundo instruções do fabricante, para uma possível identificação taxonômica das 
espécies. 
Testes adicionais e complementares indicados pelo fabricante e 
segundo tabela de diferenciação entre espécies do gênero Staphylococcus 
(BANNERMAN, 2003) foram necessários para a identificação de algumas culturas, 
cujos resultados do kit geraram apenas uma boa identificação no gênero, 
resultando em perfis duvidosos quanto às espécies. Portanto, os isolados foram 
testados quanto à susceptibilidade aos antimicrobianos polimixina B 300U (Cefar, 
São Paulo, Brasil) e novobiocina 5µg (Laborclin, Paraná, Brasil) usando o método 
de disco-difusão no ágar Mueller-Hinton (Difco, EUA), segundo metodologia 
estabelecida pelo guia do “National Committee on Clinical Laboratory Standard” 
(NCCLS, 2003). O teste estabelece a inoculação de 3 a 5 colônias em caldo BHI, 
incubando à 35ºC por de 2 a 6h, com o acompanhamento do crescimento através 
de escala de McFarland (Densimat, bioMérieux, França), com o intuito de 
padronizar a densidade do inóculo em 0,5, que corresponde a 1,5 x 108 UFC/mL. 
A seguir, inoculou-se 0,1 mL em superfície de placas contendo ágar Muller-Hinton, 
espalhando-se bem para uma boa cobertura de toda a superfície. Após 2 a 3 
minutos para secagem da superfície, aplicaram-se os discos antimicrobianos e o 
conjunto foi incubado à 37ºC por 16-18h. Para a leitura dos resultados, os halos 
foram medidos em milímetros usando um paquímetro ou uma régua.  
 
 
3.3.2. Avaliação de características de patogenicidade 
 
 
3.3.2.1 Avaliação da capacidade de produção de enterotoxinas  
 
 
Para o teste de avaliação da capacidade de produção de enterotoxinas 




à 37ºC por 24h, de onde foi retirada uma alíquota de 2 mL e adicionada a 23 mL 
de BHI, incubando-se em estufa sob agitação (New Brunswick Scientific, EUA) a 
170 rpm e a 37ºC por 48h (CHOU; CHEN, 1997; CUNHA NETO; SILVA; 
STAMFORD, 2002). As culturas foram centrifugadas (DuPont, EUA) a 9000xg por 
10 min à temperatura de 4ºC e uma alíquota de 500 µL do sobrenadante foi 
retirada e aplicada no barrete do kit ViDAS SET “Staph enterotoxin” (bioMérieux, 
França), tornando possível a detecção das enterotoxinas SEA, SEB, SEC1,2,3, SED 
e SEE pelo aparelho mini VIDAS (bioMerieux, França), que apresenta 




3.3.2.2. Detecção de genes codificadores de enterotoxinas  
 
 
3.3.2.2.1. Extração de DNA 
 
 
Segundo metodologia adaptada de Martín; González-Hevia; Mendoza 
(2003) e Zourahova; Rysanek (2008), o DNA foi isolado a partir de 0,5 mL de 
culturas em caldo BHI incubadas por 16-18h à 37ºC, sob agitação de 170 rpm. As 
células foram isoladas por centrifugação (Eppendorf), a 13000xg por 10 minutos e, 
após a retirada do sobrenadante, foram ressuspendidas em 100 µL de Tris-EDTA 
buffer (10 mM Tris chloride, 1 mM EDTA [pH 8,0]) (formulado) e incubadas a 
100°C (fervidas) por 20 minutos. Após serem novamente centrifugadas, seus 
sobrenadantes foram estocados à -20ºC e posteriormente utilizados como DNA 








3.3.2.2.2. Reação em cadeia da Polimerase - Polimerase chain reaction (PCR) 
 
 
Para a detecção dos cinco genes codificadores das enterotoxinas SEA, 
SEB, SEC, SED e SEE foram realizados PCRs simples (Uniplex PCR). A 
metodologia e o desenho dos primers foram baseados no trabalho de Mehrotra; 
Wang; Johnson (2000), com algumas modificações e adaptações quanto ao 
volume final da reação, temperatura de anelamento e tempo dos ciclos. As 
culturas de referência de S. aureus utilizadas como controles positivos estão 
listadas na Tabela 10.  
 
 
Tabela 10. Culturas de referência utilizadas como controles positivos para 
detecção de enterotoxinas e genes codificadores. 
Coleção Número Espécie Enterotoxina produzida 
ATCC 13565a S. aureus SEA 
ATCC 14458b S. aureus SEB 
FRI 1230c S. aureus SEC 
ATCC 23235b S. aureus SED 
ATCC 27664a S. aureus SEE 
*Culturas gentilmente cedidas por: aLaboratório de Higiene, FEA, UNICAMP; bColeção de culturas 




As reações foram preparadas para um volume final de 25 µL contendo 
PCR buffer 1x (100 mM Tris-HCl, [pH 8,3], 500 mM KCl) (LGC); 1,5 mM MgCl2 
(LGC); 200 µM de dNTPs (Fermentas); 20 pmol dos primers (LGC) específicos 
para cada gene (Tabela 11); 0,5U de Taq DNA Polimerase (LGC) e 1µL de DNA 
(solução obtida com o procedimento de extração). O volume final foi ajustado 




A amplificação do DNA foi realizada em um termociclador Mastercycler 
epgradientS 534 (Eppendorf) utilizando-se os seguintes ciclos: desnaturação 
inicial a 94°C por 5 minutos; 35 ciclos de amplificação (94°C por 1 minuto, 53°C 
por 1 minuto, 72°C por 1 minuto); extensão final a 72°C por 7 minutos. 
 
 
Tabela 11. Sequências de oligonucleotídeos dos primers utilizados durante reação 
de PCR. 
























* Mehrotra; Wang; Johnson (2000). 




Os produtos de amplificação (amplicons) foram analisados por 
eletroforese em gel de agarose (Invitrogen) a 2% (m/v) através do sistema de 
eletroforese horizontal submersa, corados com Syber Safe (Invitrogen), na 
concentração de 0,1 µL/mL, por aproximadamente 15 minutos, visualizados e 
fotografados em transiluminador de UV com fotodocumentador (Kodak). 





4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
  
 
4.1. Contagem de Staphylococcus coagulase positiva, Staphylococcus 
coagulase negativa e Micrococcus sp. nos alimentos 
 
 
Foram consideradas contagens preliminares aquelas que foram 
realizadas nas plascas com ágar BP a partir das diluições seriadas das 104 
amostras de produtos lácteos. As contagens médias realizadas estão 
apresentadas na Tabela 12. 
 
 
Tabela 12. Contagem preliminar média de população de Staphylococcus presente 
nas amostras analisadas. 
Produto (nº amostras) Contagem média (UFC/g) 
Sorvete (24) 5 x 103 
Creme de leite (20) 2,9 x 105 
Patê (20) 6,2 x 103 
Queijo Minas meia cura (20) 6,4 x 105 




A média das contagens foi elevada para os 5 produtos analisados e 
observaram-se números mais expressivos nas amostras de queijos. As contagens 
variaram de 1,0 x 102 UFC/g a 3,4 x 104 UFC/g em sorvetes, de 5,0 x 101 a 1,3 x 
104 UFC/g em patês, 3,5 x 103 UFC/g a 2,6 x 106 UFC/g em queijos Minas meia 
cura e de 1,5 x 103 UFC/g a 3,5 x 106 UFC/g em queijos Minas frescal. Houve 




(2,9 x 105 UFC/g). Valores de contagens a partir de 105 UFC/g são considerados 
de risco à possível produção de enterotoxinas estafilocócicas. 
Os isolados obtidos e selecionados a partir das contagens preliminares 
nas placas de ágar BP que passaram por testes confirmatórios de Gram e 
catalase foram submetidos aos testes de coagulase, DNAse e susceptibilidade à 
furazolidona.  
Através dos resultados obtidos no teste de susceptibilidade à 
furazolidona separaram-se isolados de dois gêneros distintos (Micrococcus sp. e 
Staphylococcus sp.) que cresceram de forma semelhante no meio de cultura BP. 
Do total de isolados, 16,4% (29/177) cresceram no ágar peptona furazolidona e 
foram classificados como Micrococcus sp. (resistentes ao antibiótico) e 83,6% 
(148/177) foram classificados como Staphylococcus sp. (sensíveis ao antibiótico).  
Vargun; Vatansever (2007), através do mesmo teste, encontraram a 
frequência de 6,2% dos isolados sendo Microccoccus sp. em amostras de leite e 
creme de leite, valor mais baixo que o encontrado neste trabalho, comprovando 
que nas amostras analisadas prevaleciam as deficiências higiênico-sanitárias e 
provavelmente abusos de temperatura durante transporte e armazenamento que 
incrementaram a incidência dos grupos.  
Esper (2006), no entanto, encontrou uma porcentagem alta de 
Micrococcus sp. em amostras de ricota, totalizando 62,6% de seus isolados. São 
poucos os trabalhos que fazem esta diferenciação entre Staphylococcus sp. e 
Micrococcus sp., sendo de caráter indispensável devido à extrema semelhança 
bioquímica entre os dois gêneros, o que pode conduzir a identificações errôneas.  
Entre os isolados confirmados como Staphylococcus sp., 74,3% 
(110/148) eram coagulase negativa e 25,7% (38/148) eram coagulase positiva, 
segundo resultados do teste de coagulação em plasma de coelho. Os isolados 
coagulase positiva foram obtidos apenas a partir das amostras de queijos, já os 
isolados dos demais alimentos analisados foram todos negativos no teste de 
coagulase. Neste sentido, Vargun; Vatansever (2007) avaliaram diferentes tipos 
de plasma para o teste de coagulase em isolados de Staphylococcus obtidos de 
leite e creme, detectaram variações de 13,7% a 23,7% de Staphylococcus 
 
 
coagulase positiva (SCP) 
negativa (SCN) em leites; já nos cremes de leite a variação foi de 17,3% a 21,2%
de SCP e 78,8% a 82,7% de SCN, indicando
alimentos. Esses valores foram 
leite analisados nesta pesquisa.
queijos, observaram a frequência de 30,2% de SCP e 69,8% de SCN.
 Stamford et al. (2006), pelo contrário, encontraram maior número de 
SCP (70,6%) do que de SCN (29,4%) em leite 
atribuído à incidência de mastite bovina no rebanho leiteiro
Neto; Silva; Stamford (2002) verificaram que 100% de seus isolados de leite em 
pó e queijo de coalho eram coagulase
A prevalência da presença de SCN em derivados do leite e o estudo de 
seu potencial patogênico não têm sido claramente correlacionados, mas isto se 
torna cada vez mais necessário 
produtos (IRLINGER, 2008).
Os resultados dos testes de sensibilidade à furazolidona e coagulase 
podem ser observados na Figura 1
 
 
Figura 13. Porcentagem de 
negativa isolados de derivados do 
55 
e de 76,3% a 86,3% de Staphylococcus
 a predominância de SCN nos dois 
semelhantes aos encontrados nos derivados do 
 Em adição, Pelisser et al. (2009), analisando 
 
in natura. Esse resultado pode ser 
. Por outro lado, Cunha 
 positiva.  
para avaliar a segurança microbiológica
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Houve detecção de colônias no meio BP (contagem preliminar) em 
43,3% (45/104) das amostras, sendo encontradas em 62,5% de amostras de 
queijos (25/40), em 66,6% de sorvetes (16/24), em 15% de patês à base de queijo 
(3/20) e em 5% das amostras de cremes de leite pasteurizados (1/20). Após 
diferenciação dos isolados, observou-se que Micrococcus foram detectados em 
10,6% (11/104) das amostras dos produtos analisados, sendo uma de sorvete 
(4,2%), 5 de queijos Minas meia cura (25%) e 5 de queijos Minas fescal (25%). 
Staphylococcus coagulase positiva foram isolados em 11,5% (12/104) das 
amostras, sendo 3 de queijo Minas frescal (15%) e 9 de queijo Minas meia cura 
(45%). Staphylococcus coagulase negativa foram encontrados em 38,5% (40/104) 
das amostras, sendo em 16 sorvetes (66,6%), em um creme de leite (5%), em 3 
patês (15%), em 8 queijos Minas frescal (40%) e em 12 queijos Minas meia cura 
(60%). As frequências de amostras contaminadas estão apresentadas na Tabela 
13.   
 
 
Tabela 13. Frequência de amostras de derivados lácteos contaminadas por 
Staphylococcus e Micrococcus. 
Alimento Nº de amostras analisadas 






Sorvete 24 16 66,7 
Creme de leite 20 1 5 
Patê 20 3 15 
Queijo Meia cura 20 14 70 
Queijo Minas 
frescal 
20 11 55 






Existem diversas pesquisas sobre a ocorrência de SCP e S. aureus em 
alimentos derivados do leite, porém são poucas as que verificam a presença de 
SCN.  
O queijo Minas frescal é um produto de alto teor de umidade e, 
portanto, um meio favorável ao desenvolvimento de bactérias patogênicas, 
principalmente do gênero Staphylococcus. Almeida Filho; Nader Filho (2000), em 
Minas Gerais, identificaram S. aureus em 50% (40/80) dos queijos analisados; 
Araújo et al. (2002), no Rio de Janeiro,  detectaram a presença de S. aureus em 
20% (9/45) das amostras de queijo Minas frescal e Staphylococcus sp. em 77,7% 
(35/45) das amostras. Salotti et al. (2006), em Jaboticabal-SP,  detectaram 
presença de Staphylococcus sp. em 15% (9/60) das amostras de queijos; André et 
al. (2008), em Goiás, isolaram S. aureus em 70,8% (17/24) das amostras. 
Carvalho; Viotto; Kuaye (2007), em Campinas-SP, isolaram SCP em 12,9% (4/31) 
das amostras, sendo este resultado muito semelhante ao do presente estudo. 
Aragon-Alegro et al. (2007) analisaram queijos frescal e curados e isolaram SCP 
em 69% (9/13) dos queijos frescal, 100% (3/3) dos queijos curados, sendo 
semelhante a este estudo a obtenção de uma frequência maior de SCP nos 
queijos curados do que nos queijos Minas frescal.  
Outros tipos de queijos também foram avaliados quanto à presença de 
Staphylococcus. Borelli et al. (2006), em Minas Gerais verificaram que 70% dos 
queijos tipo Canastra estavam contaminados com S. aureus, sendo que em todos 
os queijos detectou-se Staphylococcus sp. Borges (2006), em Fortaleza, detectou 
SCP em 100% (25/25) das amostras de leite cru e em 8% (2/25) dos queijos em 
uma linha de produção de queijo de coalho. Analisando ricotas comercializadas 
em Campinas, Esper (2006) constatou a presença de SCP em 4,4% (2/45) das 
amostras. Já Akineiden et al. (2008) avaliaram a presença de SCP em queijos 
produzidos a partir de leite de cabra na Alemanha e observaram frequência de 
7,7% (14/181) de queijos contaminados. 
Huong et al. (2010), no Vietnam e Aragon-Alegro et al. (2007), no Brasil 
verificaram que 25% (3/12 e 6/24) dos sorvetes analisados estavam contaminados 




apenas detectou presença de SCN nos sorvetes investigados. O Programa 
Paulista 2002 (SÃO PAULO, ESTADO, 2003) analisou sorvetes de massa à base 
de leite e 10,6% (14/132) das amostras apresentavam S. aureus.  
A contaminação dos derivados do leite muitas vezes está diretamente 
relacionada com a qualidade matéria-prima, especialmente quando não há 
tratamento térmico do leite. Zouharova; Rysanek (2008), na República Tcheca, 
relataram frequência de 15,9% (70/440) de SCP em amostras de leite. No Sudão, 
Shuiep (2009) analisaram leite de camelo e constataram que 8,8% (28/320) de 
amostras estavam contaminadas com S. aureus. Huong et al. (2010), no Vietnam,  
verificaram que 35,4% (17/48) dos leites analisados possuíam S. aureus. 
Além de sorvetes e queijos, Aragon-Alegro et al. (2007) analisaram 
leites e sobremesas comercializados em Botucatu-SP, e obtiveram contagens de 
SCP em 36,5% das sobremesas e em 100% dos leites. 
Cunha et al. (2006), Esper (2006) e Borges (2006) realizaram detecção 
de SCN em derivados lácteos. Cunha et al. (2006) detectaram SCN em 22,7% 
(20/88) das amostras de doces de padaria, leites, queijos brancos, entre outros 
comercializados em Botucatu-SP. Esper (2006) constatou a presença de SCN em 
51,1% (23/45) amostras de ricota. Borges et al. (2008) isolaram SCN em uma 
linha de produção de queijo coalho e sua população variou de <1 UFC/mL, no leite 
pasteurizado a 1,5 x 107 UFC/mL no leite cru. 
Acredita-se que as diferenças de frequência de Staphylococcus 
coagulase positiva e negativa encontrados possam ser atribuídas às diferentes 
formas de cuidados higiênicos na obtenção de matéria-prima e na execução do 
processo de fabricação, bem como ao tempo e abusos na temperatura de 
conservação durante transporte e comercialização. A realização de comparações 
entre resultados é difícil, pois a presença de Staphylococcus provém de mastites 
subclínica, manuseio do animal durante a ordenha e condições higiênicas de 
processamento, que variam de local a local (FAGUNDES et al., 2010).  
Após diferenciação dos isolados entre Staphylococcus sp. e 




cada grupo a partir da contagem preliminar realizada nos alimentos. Estas 
contagens médias estão demonstradas na Tabela 14. 
 
 
Tabela 14. Contagem média de Staphylococcus coagulase positiva (SCP), 




SCN SCP Micrococcus sp. 
Sorvete (24) 5 x 103 - 50 
Creme de leite (20) 2,9 x 105 - - 
Patê (20) 6,2 x 103 - - 
Queijo Minas meia 
cura (20) 3,9 x 105 4,3 x 105 3,8 x 105 
Queijo Minas 
frescal (20) 3,2 x 105 1,4 x 106 9,1 x 104 
 
 
Ao contrário dos resultados obtidos neste trabalho, Huong et al. (2010) 
analisaram sorvetes, e detectaram S. aureus em apenas 25% (3/12) das 
amostras, com contagens variando de 10 a 102 UFC/g. Analisando o mesmo 
produto, Aragon-Alegro et al. (2007) também identificaram SCP em 25% (6/24) de 
amostras, com contagens acima dos limites estabelecidos pela legislação 
(BRASIL, 2001). 
Neste trabalho, mesmo não tendo sido isolado SCP nos sorvetes 
analisados, foi constatada elevada população de SCN (104 UFC/g) e 66,7% 
(16/24) das amostras estavam contaminadas. Esta quantidade é excessiva e 
causa preocupações quanto à segurança do consumo destes produtos, pois SCN 
já foram associados a surtos de intoxicação alimentar. A freqüência de SCN nos 
sorvetes foi ainda maior do que nos queijos estudados, produtos onde é mais 
comum o relato de presença destas bactérias.  
No Brasil, os padrões microbiológicos para alimentos estabelecidos 




Staphylococcus coagulase positiva (BRASIL, 2001). Desta forma, a grande 
maioria dos trabalhos brasileiros relacionados às bactérias do gênero 
Staphylococcus apenas estuda S. aureus e SCP, sendo este um dos principais 
diferenciais desta pesquisa. 
Apesar do gênero Staphylococcus ter sido detectado em apenas uma 
amostra de creme de leite pasteurizado, as contagens alcançaram a 105 UFC/g, 
indicando uma falha no processamento térmico ou uma contaminação pós-
pasteurização seguida de abusos de temperaturas de estocagem, estimulando a 
proliferação do micro-organismo no alimento. Além deste alto valor de contagem 
no creme de leite, foram alcançadas contagens de 106 UFC/g em algumas 
amostras de queijos (valores considerados suficientes para possíveis produções 
de enterotoxinas). Esta contaminação pode ser atribuída à prevalência, 
principalmente de S. aureus como agente etiológico da mastite bovina, a 
ubiquidade deste patógeno na natureza e a não adoção das Boas Práticas de 
Fabricação na obtenção higiênica do leite, desde a ordenha até sua recepção no 
laticínio, o que representa um fator de risco aos consumidores e explicita a 
necessidade de uma maior atenção ao controle higiênico-sanitário no 
processamento destes produtos.  
Os queijos foram os produtos com a pior qualidade microbiológica 
(relacionada com a presença de Staphylococcus coagulase positiva e negativa), 
sendo sua contagem mínima de 103 UFC/g e com grande parte das amostras 
(56% ou 14/25) apresentando contagens >105 UFC/g, valor considerado de risco 
para produção de enterotoxinas.  
Nos patês, mesmo havendo contagens em apenas 3 amostras, em 
duas delas os números foram relevantes (103 e 104 UFC/g), acima do limite 
estabelecido pela legislação. 
Na Figura 14 estão apresentadas faixas de contagem de 
Staphylococcus constatadas em cada amostra dos produtos analisados. A seguir 
(Tabela 15), encontram-se as variações das contagens de Staphylococcus 






Figura 14. Distribuição de amostras de produtos deriva
faixa de contagem de Staphylococcus sp. 
 
 
Tabela 15. Variações das contagens de Staphylococcus
analisados. 
Produto Nº amostras Variação da c
Staphylococ
Sorvete 9 1,0 x 102 -
4 1,9 x 103 -
3 1,3 x 104 -
Creme de leite 1 2,9 x
Patê 1 5,0 x
1 5,5 x
1 1,3 x
Queijo MC 2 3,5 x 103 –
4 1,1 x 104 –
4 2,2 x 105 –
4 1,0 x 106 –
Queijo MF 3 1,5 x 103 –
2 2,7 x 104 –
5 5,0 x 105 –
1 3,5 x
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Na Tabela 16 estão apresentados os limites determinados pela 
legislação brasileira (apenas para SCP) e o número de amostras que se 
apresentaram em desacordo com a norma, ultrapassando os limites específicos 
para cada tipo de derivado do leite. 
A presença de SCP foi detectada em 30% (12/40) das amostras de 
queijos Minas meia cura e Minas frescal. Todas as amostras (12/12) apresentaram 
contagens acima do limite permitido, o que torna preocupante o consumo desses 
queijos e revela a baixa qualidade higiênico-sanitária desses produtos.  
 
 
Tabela 16. Frequência de amostras com contagens acima dos limites 





para SCP (%) 
Amostras com 
contagens de SCP 
acima do limite 
(%) 
Sorvete 5 x 102 0/24 (0) 0 
Creme de leite 102 0/20 (0) 0 
Patê 103 0/20 (0) 0 
Queijo Meia cura 103 9/20 (45) 9/9 (100) 
Queijo Minas 
frescal 
103 3/20 (15) 3/3 (100) 
*RDC Nº12/2001, Anvisa (Brasil, 2001). 
 
 
Salotti et al. (2006) analisaram queijos Minas frescal e observaram 
contagens <1,0 x 102 a 5,0 x 104 UFC/g, sendo que 15% (9/60) das amostras 
apresentaram contagens acima do limite estabelecido pela legislação brasileira 
(BRASIL, 2001). Carvalho; Viotto; Kuaye (2007) avaliaram o mesmo produto e 
observaram que 7,5% (4/31) das amostras apresentavam contagens excessivas, 
segundo a legislação, frequência menor do que a encontrada no presente 




expressivos, chegando a 54,2% (13/24) e 88% (44/50) do total de amostras de 
queijos Minas frescal com contagens acima dos limites permitidos, 
respectivamente. 
Esper (2006) realizou contagens de SCP e SCN em ricotas e relatou 
números que variaram de 102 a 106 UFC/g, porém apenas 2,2% (1/45) das 
amostras estavam acima dos limites estabelecidos para o alimento (5 x 102 
UFC/g) (BRASIL, 2001). 
Na Itália, Poli et al. (2007) analisaram queijos locais (tipo Monte 
Veronese) e constataram que 78% (36/46) das amostras apresentavam contagens 
acima do limite local. Já Pelisser et al. (2009) detectaram que 63,3% (19/30) dos 
queijos americanos e coloniais  apresentavam SCP, sendo que em 28,8% (5/19) 
dos produtos, as contagens foram maiores que 103 UFC/g, limite máximo 
estipulado pela legislação (BRASIL, 2001). 
Na Alemanha, Akineiden et al. (2008) estudaram queijos feitos a partir 
de leite de cabra e obtiveram contagens de 3 x 101 a 8,6 x 105 UFC/g. 
Borges et al. (2008) analisaram Staphylococcus sp. em queijos de 
coalho de uma linha de produção. As contagens médias oscilaram de 9,8 x 101 a 
2,6 x 103 UFC/g de SCN em cinco lotes e de 1,9 x 102 a 2,0 x 102 UFC/g de SCP 
em dois lotes, ultrapassando os limites estabelecidos pela legislação (BRASIL, 
2001).  
O presente estudo e diversos outros citados confirmam a grande 
quantidade de queijos impróprios para o consumo que são produzidos atualmente, 
descaso de medidas de higiene e possíveis falhas nos procedimentos de limpeza 
e sanitização de linhas de produção, no controle da matéria-prima e na atenção ao 
processamento térmico necessário para a produção destes alimentos, além de 
possíveis abusos de temperatura praticados tanto no transporte quanto na 
estocagem do produto, que são agentes incrementadores dos níveis de 
contaminação. Os cuidados higiênico-sanitários, a realização de Boas Práticas de 
Fabricação (BPF) e aplicação de Análises de Perigos e Pontos Críticos de 








4.2. Análises complementares  
 
 
A partir dos isolados confirmados como Staphylococcus sp., cocos 
Gram positivos, catalase positivos, DNAse positivos e negativos, coagulase 
positivos e negativos, foram escolhidos aleatoriamente 111 isolados para análises 
posteriores de identificação taxonômica de espécies e de produção de 
enterotoxinas, seguindo aproximadamente a proporção de coagulases positivos e 
negativos encontrados, resultando na escolha de 27 Staphylococcus coagulase 
positiva e 84 Staphylococcus coagulase negativa. 
 
 
4.2.1. Identificação fenotípica de espécies 
 
 
Os resultados obtidos quanto às diferentes espécies de 
Staphylococcus, identificadas através do sistema de testes bioquímicos em 
miniatura API-Staph (bioMérieux-SA) e através de testes adicionais de 
susceptibilidade aos antibióticos polimixina B e novobiocina, estão indicados na 
Figura 15. 
O sistema API-Staph mostrou-se bastante eficiente para identificação 
das espécies S. aureus, S. xylosus, S. auricularis e S. lentus, S. epidermidis e S. 
cohnii. Entretanto, possui uma base com número de espécies restrito, devido à 
alta diversidade de espécies de Staphylococcus já descritas, havendo 
necessidade, em alguns casos, de recorrer a testes bioquímicos tradicionais para 
uma melhor e mais confiável caracterização da espécie. Esta limitação encontrada 





Figura 15. Frequência de espécies do gênero Staphylococcus isoladas em 




Com a complementação de testes de susceptibilidade a antibióticos, 
foram identificadas 13 espécies diferentes de Staphylococcus nos alimentos: S. 
aureus, S. auricularis, S. caprae, S. chromogenes, S. cohnii ssp cohnii, S. 
epidermidis, S. hominis, S. hyicus, S. lentus, S. saprophyticus, S. sciuri, S. warneri, 
S. xylosus. Uma predominância de S. aureus foi observada, compreendendo 
29,7% do total de isolados. Outras espécies que foram encontradas com maior 
frequência nos derivados lácteos analisados foram S. saprophyticus (15,3%), S. 
cohnii ssp cohnii (12,6%) e S. xylosus (12,6%). As demais espécies variaram de 
0,9% a 7,2% de frequência. 
A microbiota de Staphylococcus presente em cada tipo de alimento 
analisado (Figura 16) apresentou uma grande diversidade de espécies. O maior 
número de espécies foi detectado no sorvete (9 espécies), seguido do queijo 
Minas frescal (8 espécies), queijo Minas meia cura (6 espécies), patê (5 espécies) 










































predominância de S. aureus (24,4%), S saprophyticus (22%) e S. cohnii ssp cohnii 
(22%). No creme de leite pasteurizado só foram identificadas duas espécies, S. 
auricularis (50%) e S. cohnii ssp cohnii (50%). No patê a predominância foi de S. 
xylosus (44,4%), seguido de S. epidermidis (22,2%). No queijo Minas meia cura 
(MC) houve grande prevalência de S. aureus (53,1%), seguido de S. 
saprophyticus (21,9%) e no queijo Minas frescal (MF) a espécie mais frequente foi 




MC= Minas meia cura 
MF= Minas frescal 
 
Figura 16. Frequência de espécies de Staphylocccus por alimento analisado. 
 
 
Constatou-se uma relação de proporção, ou seja, quanto maior o 
número de amostras contaminadas (como é o caso dos sorvetes), maior o número 
de espécies encontradas. Como apenas uma amostra de creme de leite estava 
contaminado com o gênero Staphylococcus, apenas 2 espécies foram 
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amostras de patê contaminadas com Staphylococcus, foram identificadas cinco 
espécies, apenas uma espécie a menos do que as encontradas nas 14 amostras 
de queijo Minas meia cura.  
São poucos os trabalhos nos quais há a realização da identificação de 
espécies, especialmente devido à grande maioria apenas estudar S. aureus ou 
SCP em alimentos. Laboratórios de rotina também não costumam identificar as 
espécies de SCN. No entanto, a identificação bacteriológica exata de espécies ou 
subespécies é necessária para uma melhor qualidade de investigações 
epidemiológicas, para avaliar o seu significado patogênico e planejar a gestão de 
práticas específicas (IRLINGER, 2008). Neste sentido, Lamaita et al. (2005) 
identificaram 8 espécies de Staphylococcus em amostras de leite cru e S. aureus 
foi a espécie mais frequente (34,6%), seguida de S. hyicus e S. epidermidis. 
Shimamura; Kidokoro; Murata (2006) detectaram S. warneri em maior frequência 
em sobremesas japonesas (40,2%), seguido de S. aureus (15,2%). Stamford et al. 
(2006) detectaram em leite in natura 3 espécies coagulase positivas e 5 espécies 
coagulase negativas, com predominância de S. aureus, seguido de S. intermedius. 
Cunha et al. (2006) identificaram S. apidermidis, S. xylosus, S. hominis, S. warneri  
e S. sacharolyticus  em doces de padaria, leite e queijos. 
Borges (2006) identificou 12 espécies (9 SCN e 3 SCP) em uma linha 
de produção de queijo de coalho. S aureus foi constatado em 12% (3/25) das 
amostras de queijo, além de 5 outras espécies com predominância de S. 
epidermidis e S. xylosus e 18% (17/102) dos isolados não apresentaram 
identificação conclusiva através do Sistema API-Staph. 
No presente estudo também houve dificuldades com a identificação 
bioquímica através do kit API-Staph, com 28,8% (32/111) dos isolados sem 
identificação conclusiva de espécie, apenas conclusiva para o gênero, 
necessitando-se fazer repetições e realizar testes adicionais para se conseguir 
uma boa identificação de espécies (alto índice de convergência). Análises 
moleculares para a caracterização das espéceis seriam interessantes neste caso, 
porém, não foram possíveis. Na Tabela 17 são apresentados os números de 




superior a 75% nos testes do API-Staph para chegar a um resultado conclusivo, 
sem a necessidade de testes adicionais. 
 
 
Tabela 17. Número de isolados e suas respectivas espécies identificadas com 
clareza através do kit API-Staph (bioMérieux). 
Espécie (nº total de isolados) Nº de isolados com boa identificação 
API-Staph* (%) 
S. aureus (33) 27 (81,8) 
S. auricularis (4) 4 (100) 
S. caprae (1) 0 (0) 
S. chromogenes (1) 1 (100) 
S. cohnii (14) 8 (57,1) 
S. epidermidis (6) 5 (83,3) 
S. hominis (6) 0 (0) 
S. hyicus (5) 4 (80) 
S. lentus (8) 8 (100) 
S. saprophyticus (17) 7 (41,2) 
S. sciuri (1) 1 (100) 
S. warneri (1) 1 (100) 
S. xylosus (14) 13 (92,9) 
TOTAL (111) 79 (71,2) 
*Convergência de resultados ≥75%. 
 
Segundo Irlinger (2008), kits comerciais baseados na discriminação 
fenotípica são rápidos, mas ainda não podem identificar com segurança os SCN 
devido à expressão variável de algumas características fenotípicas. Métodos 
genotípicos proporcionam melhores resultados em termos de reprodutibilidade e 
discriminação de espécies, porém grande parte dos trabalhos utilizam somente os 
kits comerciais para identificação de espécies de micro-organismos, 




Comparando-se os resultados da identificação de espécies com os 
resultados de testes de coagulase e DNAse termorresistente (Tabela 18), notam-
se três observações: a espécie S. hyicus, que já foi citada como sendo tanto 
coagulase positiva quanto negativa (STAMFORD et al., 2006) aparece como 
coagulase negativa, porém com resultado positivo de DNAse; 10 isolados de S. 
aureus com resultado negativo para coagulase, porém também negativos para 
DNAse;  4 S. xylosus sendo coagulase positiva (normalmente citado como 
coagulase negativa), sendo também positivo no teste de DNAse. 
 
 
Tabela 18. Perfis de coagulase e DNAse com relação às espécies de 
Staphylococcus identificadas. 
Resultados dos testes 
Espécies* Número de isolados Coagulase DNAse termorresistente 
Negativo Positivo 
S.  auricularis 
S. caprae 



































Positivo Positivo S. aureus S. xylosus 
23 
4 
Positivo Negativo - 0 
TOTAL  111 




Segundo tabela de identificação de Staphylococcus sp. de Bannerman 
(2003), 90% ou mais de S. aureus testados são coagulase positivos e DNAse 
positivos. Já S. hyicus variam de 11% a 89% coagulase positivos e acima de 90% 
DNAse positivos e S. xylosus aparecem acima de 90% como coagulase e DNAse 
negativos. Neste trabalho, 30,3% dos S. aureus identificados pelo API-Staph eram 
coagulase e DNAse negativos, uma frequência mais alta do que a exposta por 
Bannerman (2003). Alguns isolados identificados como S. xylosus também 
aparecem com os resultados de coagulase e DNAse como a menor porcentagem 
encontrada por Bannerman (2003). Estas análises apenas confirmam a dificuldade 
em se utilizar somente a identificação fenotípica de espécies para micro-
organismos, reafirmando a importância de outros métodos para haver uma maior 
garantia dos resultados. 
Quanto à relação entre a produção das duas enzimas analisadas, pôde-
se verificar no presente estudo a possível produção de DNAse sem haver 
produção de coagulase, porém o inverso não foi observado, não havendo nenhum 
isolado produtor de coagulase e não produtor de DNAse. 
Outro fator questionável nos estudos com Staphylococcus sp. é o 
crescimento das colônias típicas e atípicas no meio BP. A princípio, consideravam-
se apenas as colônias típicas como sendo possivelmente coagulase positivas e 
DNAse positivas, porém não é o que normalmente se observa (Figura 17). 
Entre os isolados coagulase negativa detectados neste estudo, 14,3% 
(12/84) eram colônias com crescimento típico em ágar BP e, entre elas, 4 eram 
DNAse positivas, as demais eram todas DNAse negativas (8 colônias típicas e  72 
atípicas). Entre os isolados coagulase positiva, 81,5% (22/27) eram típicas e 
18,5% (5/27) atípicas, sendo que todas eram Dnase positivas, tanto as típicas 
quanto as atípicas. De 34 colônias típicas relacionadas, apenas 22 foram 
caracterizadas como S. aureus. Sob mesmo enfoque, Viçosa et al. (2010) 
estudaram diferentes meios de isolamento de Staphylococcus sp. em amostras 
leite cru e queijo, entre eles o meio Baird-Parker. Das colônias típicas detectadas 
neste meio, 59% (36/61) eram coagulase positiva e 41% (25/61) coagulase 
 
 
negativa, e entre as colônias atípicas encontradas, 19,5% (33/169) eram 
coagulase positiva e 80,5% (136/169) coagulase negativa.
 
 
Figura 17. Relação entre colônias típicas e atípicas, coagulase positivas e 
negativas isoladas em meio BP, a partir de produtos derivados do leite.
 
 
Similarmente, Esper (2006) constatou que 
encontrados em ricotas apresentavam características a
meio BP. Nascimento; Corbia;
Staphylococcus coagulase positiva, incluindo 
crescimento não característico, levando a
no meio de cultura específico, sendo de extrema importância a realização de 
testes bioquímicos confirmatórios, especialmente a técnica de Gram.
Segundo Bennett (1996), sete colônias atípicas recuperadas em ágar 
BP foram produtoras de enterotoxinas SEA, SEB e SEC,
também foram coagulase, lisozima e termonuclease negativa, demonstra
o comportamento metabólico destes microrganismos pode variar, mas mesmo 
assim, continuam com a capacidade de 
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típicas de colônias em 
 Nascimento (2001) também constataram que 
S. aureus, podem apresentar 
 falhas na quantificação destas bactérias 
 
 e algumas destas, 








Portanto, Staphylococcus enterotoxigênicos e não enterotoxigênicos 
podem apresentar resultados semelhantes quanto à formação de colônias típicas 
e atípicas em BP e quanto à produção ou não de coagulase (BENNETT, 1996). 
 
 
4.2.2. Avaliação de características de patogenicidade 
 
 
Quanto à produção de enterotoxinas pelos 111 isolados analisados, 
apenas um (0,9%) apresentou resultado positivo através do VIDAS SET “Staph 
enterotoxin” (bioMérieux-SA). O isolado foi identificado como S. aureus, coagulase 
positiva, proveniente de queijo Minas meia cura, cuja contagem de 
Staphylococcus sp. foi de 1,9 x 106 UFC/g (1,5 x 106 UFC/g de SCP e 3,8 x 105 
UFC/g de SCN) considerada alta o suficiente para a possível produção de 
enterotoxinas no alimento. O RFV (Valor Relativo de Fluorescência) apresentado 
pelo isolado foi 0,17, valor este bem próximo do mínimo considerado positivo 
(>0,13). Os demais isolados (110/111) resultaram em leituras variando de zero a 
0,11 e, desta forma, considerados negativos para produção de enterotoxinas.  
Já segundo as análises moleculares, nenhum dos 111 isolados de 
Staphylococcus avaliados pela técnica da PCR apresentava os genes sea, seb, 
sec, sed, see, havendo apenas a amplificação dos segmentos de tamanho 
esperado para os respectivos genes nas cepas de referência usadas como 
controle positivo (Figura 18). Por este fato, pôde-se concluir que os isolados não 
eram potencialmente enterotoxigênicos com relação às enterotoxinas clássicas e 
que não houve inexpressão gênica, pois caso houvesse a detecção de genes 
codificadores, mesmo sem a detecção da enterotoxina, poderia-se dizer que as 
condições de crescimento da bactéria não eram ideais para que houvesse 
expressão gênica. 
Comparando-se os resultados das análises fenotípicas e genotípicas 
quanto à produção de enterotoxinas pelos isolados analisados, obteve-se uma 
concordância de 99,1% entre os resultados, pois 110 dos 111 isolados testados 
 
 
apresentaram resultados negativos tanto para produção de enterotoxinas 
clássicas, através do teste imunoenzimát
análise molecular de seus genes codificadores. Porém, no isolado identificado 
como produtor de enterotoxinas clássicas através do 
houve detecção de nenhum dos cinco genes analisados (0,9% de 
entre as análises). Este tipo de discrepância também já foi observado em diversas 




Figura 18. Produtos de amplificação dos genes 
cepas de referência de 
Nota: Coluna M, marcador de peso molecular (100pb DNA 
(102pb), coluna 2- ATCC 14458 (164pb), coluna 3




A grande maioria dos trabalhos estuda produção de enterotoxinas 
estafilocócicas a partir de isolados da espécie 
estudos que relacionam SCN e produção de enterotoxinas é baixo. 
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McLauchlin et al. (2000)  analisaram 129 isolados de S. aureus  quanto 
à produção de enterotoxinas (SEA-SED) e compararam os resultados fenotípicos 
e genotípicos. Houve a detecção de 5 isolados discrepantes e destes, um isolado 
produtor de SEB e outro de SED (métodos RPLA e ELISA), porém os respectivos 
genes não foram detectados pela técnica de PCR, resultando em 4% (5/129) de 
discrepâncias. 
A partir de S. aureus isolados de diversos alimentos na França, Rosec; 
Gigaud (2002) detectaram que 30% (76/258) abrigavam genes para enterotoxinas 
clássicas e 60% (147/258) abrigavam os demais genes estudados (seg, seh, sei, 
sej). Houve discordância em 7,4% (19/258) dos isolados, pois foram positivos no 
teste de ELISA e não apresentaram os respectivos genes para enterotoxinas 
clássicas. Nota-se a grande frequência de novos genes presentes, sendo o dobro 
da frequência de genes para enterotoxinas clássicas, indicando a necessidade de 
estudos mais específicos sobre estes genes novos. 
Jorgensen et al. (2005) observaram 4% de discrepâncias entre os 
métodos RPLA e PCR em seus estudos com 225 cepas de S. aureus isoladas de 
leite bovino e caprino e detectaram 3 isolados com o gene sec, sem produção de 
SEC, 5 isolados SEA e SEC positivos sem o gene sea encontrado e um isolado 
SEA positivo sem a presença do gene. 
Normanno et al. (2007) observaram que 17% (109/641) de produtos 
derivados do leite estavam contaminados com S. aureus e obtiveram 209 isolados, 
sendo que 59,8% (125/209) eram produtores de enterotoxinas. Os resultados das 
análises fenotípicas e genotípicas para detecção de enterotoxinas foram 
comparados e apresentaram 95% de concondância, porém não foi especificada a 
discordância dos resultados. 
Cunha; Calsolari; Araújo Júnior (2007) detectaram fenotipicamente e 
genotipicamente a enterotoxigenicidade de SCP e SCN e observaram que houve 
ausência de detecção do gene sec em um isolado de S. aureus produtor da 





Kerouànton et al. (2007) observaram concordância na detecção 
fenotípica e genotípica de enterotoxinas estafilocócicas em 93,9% (31/33) de S. 
aureus isolados de casos de surtos de intoxicação na França. Além disso, 
analisaram dois isolados com resultados discrepantes, através do PCR em tempo 
real e primers diferentes dos usados anteriormente, e detectaram genes variantes 
de sed e sea. 
Zouharova; Rysanek (2008) avaliaram 70 isolados de S. aureus e 
detectaram que 37,1% (26/70) possuíam genes codificadores de enterotoxinas 
clássicas. Pelo kit imunológico RPLA, os pesquisadores obtiveram 12,9% (9/70) 
de cepas positivas para SEA-SED. A comparação entre os métodos fenotípico e 
genotípico resultou em 32% de discrepância de resultados. Esta diferença entre os 
resultados, apresentando um nível maior de detecção de genes, pode ser 
explicada pela inexpressão do gene em toxina ativa ou por produção muito baixa 
da toxina (McLAUCHLIN et al., 2000). Porém, neste mesmo estudo, houve a 
detecção de um isolado produtor de SEA, SEC e SED através do RPLA cuja 
confirmação genética foi apenas realizada para os genes sea e sed, não sendo 
detectado sec, sendo semelhante à questão relatada no presente estudo. 
Pereira et al. (2009) utilizaram o VIDAS SET como método imunológico 
e o PCR como método genético para detecção de enterotoxinas estafilocócicas 
em 148 culturas de S. aureus isoladas de diversos alimentos em Portugal. A 
comparação dos resultados indicou uma correlação de 80%, sendo que entre os 
20% restantes houve: enterotoxina expressa, mas sem a detecção do gene (6%); 
o gene presente, porém não expresso em toxina (4%); o resultado do método 
imunológico foi positivo para SEA-SEE, mas o gene detectado foi outro, não sendo 
codificador de enterotoxinas clássicas (10%). 
Observa-se que os trabalhos citados até aqui apenas estudaram a 
espécie S. aureus. Porém há também divergências em resultados dos escassos 
trabalhos em que se analisam também SCN e espécies não S. aureus. Vernozy-
Rozand et al. (1996) identificaram 5 espécies de SCN produtoras de 
enterotoxinas, totalizando 10 isolados enterotoxigênicos. Porém, um isolado (S. 




VIDAS, mas apresentou resultados negativos no ELISA e no método genotípido 
utilizado (southern blot). 
Como no presente estudo, Rosec; Gigaud (2002) não detectaram genes 
codificadores de enterotoxinas clássicas em SCN, além de terem analisado e não 
terem observado genes seg, seh, sei e sej.  
Cunha; Calsolari; Araújo Júnior (2007) detectaram enterotoxinas e 
genes codificadores em SCN. Houve discrepância em um isolado de SCN que era 
positivo para a toxina TSST-1 (choque tóxico) e em outro isolado positivo para 
SEB e SEC, mas que eram negativos para os respectivos genes codificadores. A 
espécie coagulase negativa definida como maior produtora de enterotoxinas foi S. 
epidermidis. 
Alguns autores propuseram hipóteses para explicar as discrepâncias 
entres resultados de análises fenotípicas e genotípicas na detecção de 
enterotoxinas estafilocócicas que podem justificar a positividade fenotípica de 
enterotoxina, mas a ausência de genes codificadores no isolado de S. aureus 
detectado neste estudo.  
Vernozy-Rozand et al. (1996) relataram que o resultado do kit VIDAS foi 
muito próximo ao limite de positividade do teste e, como nos outros testes não 
houve confirmação do resultado positivo para produção de enterotoxina, não se 
pôde afirmar que a cepa era enterotoxigênica. O mesmo ocorreu com o isolado 
cujo resultado foi positivo no teste imunoenzimático relatado neste estudo. O 
resultado ficou muito próximo do mínimo de positividade e como não se realizou 
outro teste imunológico confirmatório, apenas o genético, não se chegou a uma 
conclusão definitiva sobre a enterotoxigenicidade da espécie S. aureus isolada. 
Segundo Vernozy-Rozand et al. (1996), para provar que uma cepa é realmente 
enterotoxigênica, necessita-se uma correta identificação do isolado, confirmação 
da produção de enterotoxina através de pelo menos dois métodos imunológicos e 
a identificação do gene codificador, pois alguns métodos imunológicos podem 
resultar em reações não específicas.  
McLauchlin et al. (2000) e Jorgensen et al. (2005) concluíram que 




correta ligação dos primers desenhados na reação do PCR, além da possível 
presença de uma toxina ainda não descrita que possui reação imunológica 
cruzada com as toxinas clássicas. Análises das sequências de DNA poderiam ser 
uma solução para revelar diferenças adicionais nos genes codificadores que 
poderiam estar presentes nos isolados. 
Kerouànton et al. (2007) confirmaram a hipótese de McLauchlin et al. 
(2000) e Jorgensen et al. (2005), detectaram genes variantes de sed e sea em 
isolados com resultados discrepantes e concluíram que muitas vezes os primers 
utilizados podem não ter um alcance tão amplo quando há pequenas variações 
nos genes codificadores de enterotoxinas de S. aureus. 
O número limitado de isolados analisados muitas vezes pode explicar a 
ausência de resultados positivos na detecção de genes codificadores(BECKER et 
al., 2001).  A amostragem de isolados considerada neste estudo (111) pode ter 
sido um fator limitante na detecção de enterotoxinas e genes codificadores, ou 
seja, para uma maior precisão de resultados, alem de primers mais específicos, 
seria necessário um número mais elevado de cepas.  
No estudo de Pereira et al. (2009), alguns resultados do método 
imunológico foram positivos para SEA-SEE, porém os genes detectados não eram 
codificadores de enterotoxinas clássicas, e sim genes relacionados a outras 
enterotoxinas (seg, seh, sei, sej). Outra possível justificativa para a ausência de 
detecção do gene no isolado analisado no presente estudo é que foram feitas 
análises de apenas 5 genes codificadores de enterotoxinas clássicas e nenhum 
dos demais genes que codificam novas enterotoxinas (seg, seh, sei, sej, sek, sel, 
sem, sem, seo, sep, seq, ser, ses, set, seu). Deste modo, a interação 
imunoenzimática do VIDAS pode ter sido mais ampla, envolvendo outras 
enterotoxinas além das clássicas e apresentando resultado positivo, porém não 
sendo confirmado na análise genética. 
Neste estudo, apesar da quase totalidade dos isolados não terem 
produzido enterotoxinas clássicas, havia um número bem elevado de 
Staphylococcus em diversos produtos analisados, não excluindo um possível risco 




cuidados higiênico-sanitários e de boas práticas durante a produção e 
comercialização destes alimentos.  
A legislação brasileira (BRASIL, 2001), além de estabelecer a contagem 
de Staphylococcus coagulase positiva em alimentos, deveria exigir também a 
contagem de Staphylococcus coagulase negativa. Porém, mais importante e 
correto seria a determinação da detecção de enterotoxinas produzidas pelo 
gênero Staphylococcus (SCN e SCP) nos alimentos, pois, desta forma, seria 
possível realmente controlar a qualidade dos produtos comercializados, evitar a 
grande quantidade de surtos causados por estes micro-organismos, além de 
diminuir impactos na economia por faltas no trabalho e gastos com serviços de 
saúde pública. Para isto ainda são necessários diversos estudos, desenvolvimento 
de kits rápidos para detecção não apenas de enterotoxinas clássicas, mas 
também das novas enterotoxinas, cujos genes codificadores são cada vez mais 
encontrados em alimentos, podendo ser grandes responsáveis por muitos surtos 
de intoxicação. Além disso, são necessários estudos mais aprimorados sobre 
genes variantes codificadores de enterotoxinas estafilocócicas, bem como o 





















a) A correlação entre colônias típicas crescidas em meio BP e cepas 
coagulase positivas e enterotoxigênicas não deve ser seguida como regra; 
colônias atípicas, portanto, devem ser estudadas e não desprezadas; 
b) O sistema API-Staph (bioMérieux) não foi eficiente para a identificação de 
espécies de Staphylococcus isoladas dos derivados lácteos analisados 
neste estudo, sendo necessárias a realização de testes adicionais; 
c) Em trabalhos de detecção de enterotoxinas, é importante a realização de 
dois testes imunológicos ou imunoenzimáticos diferentes para a 
confirmação precisa de cepas produtoras de enterotoxinas; 
d) Os produtos derivados do leite analisados neste trabalho apresentam 
fatores de risco associados a seu consumo, devido à elevada população de 
Staphylococcus detectada, confirmando-os como veículos de transmissão 
de bactérias potencialmente patogênicas; Staphylococcus coagulase 
positiva foi detectado somente em queijos Minas frescal e meia cura;  
e) Nos alimentos derivados do leite estudados, não foi comum a detecção de 
espécies de Staphylococcus potencialmente produtoras de enterotoxinas 
clássicas; 
f) Houve concordância de 99,1% entre os testes fenotípicos e genotípicos 
utilizados para detecção de enterotoxinas; 
g) As altas contagens e presença de SCP e SCN nas amostras podem 
representar um risco em potencial de produção de enterotoxinas não 
clássicas, já que os genes e as enterotoxinas clássicas não foram 
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